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Introducción

1.1. VIRUS DE LA HEPATITISC

1.1.1. Epidemiologíay víasde transmisión

La infecciónporel virus de lahepatitisC (VHC) presentaunadistribuciónuniversal.

Se consideraquemás de 500 millones de personasen el mundosehallan infectadaspor el

VHC, con variacionesgeográficasen la prevalenciadeanticuerposen suerofrenteal VHC

(anti-VHC) queoscilaentreel 0.3% en Canadáy NortedeEuropa,el 0.6-0.8%en EEUU y

centrodeEuropa,el 1.2-1.5%enJapóny surdeEuropay el 4-6%en Africa (1,2).

La transmisión del VHC se realiza tbndaxnentalmentepor vía parenteral o

percutánea,por exposicióndirecta a sangrey otros productosderivadoscontaminados,

principalmentepor transfUsioneso por el uso de agujascontaminadasentre los adictosa

drogaspor via parenteral(ADVP). Aproximadamenteel 70% de los donantescon anti-

VHC positivospor ELISA (enzyme-linkedimmunosorbentassay)se confirmanpor RIBA

(recombinantimmunoblot assay)y la mayoría tiene lesión histológicahepática(3). Sin

embargo,el dato másconcluyenteparadeterminarsi un donanteestáinfectadoporel VHC

sería la positividad del RNA por PCR (reacción en cadenade la polimerasa).En la

actualidadseestimaqueel riesgode transmisiónde la hepatitisC a travésdesangredonada

que ha pasadotodaslas pruebasde cribado reglamentarias(detecciónde anti-VHC) es

inferior a 1 casoentre103.000,reduciéndoseel riesgode hepatitisasociadaa transfUsiónde

un0.19%aun0.03%porunidadtransfUndida(4).
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Introducción

La prevalenciade infecciónen ADVP oscilaentreel 60 y 90%y, apesarde que en

los últimos alios seha reducidoconsiderablementeel númerode casosde hepatitisaguda

entrelos usuariosde drogasvía parenteral,estegrupo continúarepresentandola mitad de

las infecciones adquiridas anualmentey, probablemente,el 50% o más de todas las

infeccionescrónicasporel VHC (5).

La prevalenciade infecciónpor el VHC entrelos pacientesen hemodiálisisesdel

10-20% y, en estoscasos,se suma el riesgo de las transfUsionesal uso compartidode

dializadoresy las frecuentesvenopunciones(6). Los pacientesreceptoresde trasplantesde

órganosseconsiderantambiénpoblaciónde alto riesgoparala hepatitisC (7).

Los profesionalessanitariospresentanun riesgode infección porVHC ligeramente

superior que el de la población general, si bien la tasa de infección tras el pinchazo

accidentalcon aguja es bajo, oscilandoentreel 5 y el 10%. Pareceque el VHC puede

habersediseminadotambiéniatrogénicaxnenteatravésde la utilización de agujasy jeringas

no desechables,así comopor la prácticade técnicascurativastradicionalesque incluyanla

puncióncutánea,comoen el casode la acupuntura.Aunqueinfrecuente,estádocumentada

la transmisióndel virus C a partir de cirujanos infectadosy en los usuariosde drogas

inhaladas(8).

La transmisiónvertical (matemofilial) esinfrecuente(aproximadamentede un 5%),

exceptoen los casosen queexistaunaelevadacargaviral en sueromaterno,demostrándose

un incrementoen la posibilidadde transmisiónsi la viremia es mayor de jQ6 copias/mI,o

2



Introducción

bien en presenciade infecciónmaternaconcomitantepor el virus de la inmunodeficiencia

humana(VIII) (9).

La transmisiónsexualocurreraramente(esmenordel 5%), pero el riesgoaumenta

con la duración del matrimonio, en individuos coinfectadospor VIII, en relación con

mayoresniveles de RNA en estospacientesinmunodeprimidos,y en casode múltiples

parejassexuales.El riesgo de transmisiónesmayor de hombreinfectadoa mujer que a la

inversa,probablementepor unavía de transmisiónpercutáneainaparente,puesno se ha

detectadoel RINA del VHC en semende los pacientesinfectados(10,11).La prevalenciade

anti-VHC en individuoshomosexualesno ADVP oscilaentreel 1 y el 18%, lo cual estáen

proporciónalnúmerodeparejassexualesa lo largode la vida.

La transmisiónintrafamiliar (no sexual)del VHC se produceaproximadamente

entreel O y el 11% de los contactosdepacientesconhepatitisC crónica,generalmentepor

transmisiónpercutáneainaparenteal compartirhojasde afeitar,cepillosde dientes,etc (12).

El grupode riesgomásprevalenteesel de lashepatitisesporádicas,querepresentan

aproximadamenteel 50% de los pacientescon hepatitis C, en quines no se reconocen

antecedentesde transfUsiónsanguíneani drogadicción,lo que no implica necesariamente

quela transmisiónocurrierapor un mecanismono parenteral.Posiblescausasde infección

en estos casos son inoculacionesparenteralescon material médico contaminado(en

hospitales,clínicasodontológicaso inyeccionescon materialno desechableantesde 1970)o

conalgunainoculacióndedrogasno confesada(13).
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Introducción

1.1.2.Biologíamoleculardel virus C

1.1.2.1.Estructuragenómicadel virus C

El genoma del VHC consta de una molécula de ácido ribonucleico (ARN)

monocatenariode polaridad positiva que poseeunos 9400 nucleótidos,con una amplia

regiónde lecturaabierta(openreadingframe, ORF),quecodificaunaúnica poliproteinade

3010 ó 3011 aminoácidos,precursorade las diferentes proteínas estructuralesy no

estructuralesdel virus, flanqueadapor dos regionesno codificantesde secuenciasmuy

conservadasentrelos diferentesaisladosdescritosdel virus y que podríanestarimplicadas

en la regulaciónde la replicaciónviral (14-16).

El análisis y comparación de la secuenciade nucleótidosdel RNA-VHC ha

demostradoqueposeehomologíaparcial y compartesu organizacióngenómicacon otros

miembros de la familia Flaviviridae (17), que incluye flavivirus humanosy pestivirus

animales,y actualmenteseconsideraal VHC comoun nuevogénerodentrode dichafamilia

(18).

La región de lectura abierta del genomadel VHC presentadiferenteszonasy su

procesamientoporenzimasproteolíticasde origencelular y virico da lugar a las proteínas

estructurales,componentesdel virión del VHC (19,20), y a las proteínasno estructurales,

respectivamente(Figura 1) (21,22).
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Entre las proteínas estructuralesse conocen: una derivadade la región C del

genoma,que da lugar a la nucleocápsideo core del virus (23) y comprendelos primeros

191 aminoácidosde la poliproteina, y dos glicoproteinasderivadasde las regionesEl

(gp31) y E2/NS1 (gp7O) del genoma,que forman partede la envueltaexternadel virus

(22).

La proteínadel core estábastanteconservadaentrelos diferentesaisladosdel virus

C y tienecapacidadinmunogénica,puespresentavariosepitoposen su extremoN-terminal

queson reconocidospor las célulasB, dandolugar a la producciónde anticuerpospor el

huésped(24).

Lasglicoproteinasde la envueltaviral contienenimportanteepítoposneutralizantes,

incluyendo una región hipervariable (RHV) en el extremo aminoterminal de la región

E2/NS1,quebajo la presión inmune mutan rápidamente,permitiendoasi al virus eludir la

respuestainmunedel huéspedy persistir(8,16,25).

Con respecto a las proteínas no estructurales (NS2-NSS), implicadas en la

replicación viral, el análisis de las secuenciasde aminoácidosha permitido definir la

existenciade secuenciasconsensotípicas de variasactividadesenzimáticas:una actividad

helicasa,que eliminaríala estructurasecundariadel RNA permitiendosu replicación, una

actividadserin-proteasa,implicadaen el procesamientode la poliproteinaprecursora,y una

RNA polimerasadependientedel RNA, queestaríaencargadade la replicacióndel genoma

del virus (15,20).

La región NS3 comprendelas actividadesenzimáticashelicasay serin-proteasa,

ademásde la actividadnucleótido-trifosfatasaATP-dependiente,y sesolapacon N52 en la

formaciónde unaproteasa.
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La proteínaNS4A fUnciona como un cofactorde la serin-proteasa,implicadaen la

escisiónentreNS4By NSSA.

La proteínaNSSA esunafosfoproteinaseríicacuyafUnción todavíano se conoce,

mientrasque la proteínaNSSB poseetanto actividad de RNA polimerasadependientedel

RNA comode transferasaterminal(8,26).

En el extremo5’ del genomaviral existeunaregiónnocodWcante(5‘NC o 5‘UTR:

5’unstranslatedregion),de 341 nucleótidos,queadoptaunaestructurasecundariaen forma

de horquilla(hairpin) y es la porción másconservadadel genomadel virus C. Por la gran

estabilidadqueestaregiónpresenta,debedesempeñarun importantepapelreguladoren los

procesosde replicacióny traducciónviral, iniciándose esta última por la unión de los

ribosomasa secuenciasinternas (IRES: internal ribosomal entry site) presentesen esta

región(27,28).

En el extremo 3 ‘existe otra región no codificante, más corta, también muy

conservada,seguidade unacolade poli-A o poli-U, segúnla varianteviral, y cuya fUnción

no estotalmenteconocida,peroparecejugarun papel en la replicacióndel VHC (26,29).
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1.1.2.2.Variabilidadgenéticadel Virus C

El estudiopor secuenciacióndel material genómicodel VHC a partir de muestras

obtenidasen diferenteslocalizacionesgeográficas,ha permitidocomprobarla existenciade

unagranvariabilidadgenéticaasociadaal VHC. Estavariabilidadse produceprincipalmente

por mutacionespuntualesen la secuenciade nucleótidos,dado que al serun virus RNA

replica a travésde unaARN polimerasa-AiRNdependientesin capacidadde correcciónde

errores(16,30).

La comparaciónde secuenciastanto parciales como completas, ha permitido

identificary clasificar al menosseis ampliosgrupos,denominadosgenotipos,y numerosos

subtipos,querepresentancepascon secuenciassimilaresdentrode cadagenotipo(31,32).

Además,puede existir variabilidad de nucleótidosen los virus circulantesen un mismo

individuo, Estasvariantesse denominancuasiespecíes,conceptoque se define como la

mezcla de genomascapacesde circular en un mismoindividuo infectado,predominandoun

genomaprincipal junto a un amplio númerode mutantes(33,34). En cualquier región

genómicaestudiadadebendistinguirsedoscomponentesdentrode la heterogeneidadde las

cuasiespecies:

1. Complejidadgenética,que sedefine comoel númerototal de variantesgenéticas

principalesdentrodela poblaciónde cuasiespecies.

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

variantesdela poblaciónde cuasiespecies.
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Existe unaclasificaciónconsensuadade los genotipos,basadaen el porcentajede

homología entre diferentes virus C en secuenciasdel genoma relativamente bien

conservadasque hanmostradoser definitoriasde genotipo, como el core, El y la región

N55 (31,35,36): los gruposde virus C que presentanuna homologíacon las secuencias

consenso< 70% seclasificancomogenotipos;aquelloscuyashomologíasoscilenentre70 y

85% se considerancomodiferentessubtiposdentro del mismo genotipo;los que muestran

homologías en tomo al 98-100% se denominan cuasiespeciesy, para distinguirlos

generalmenteseutilizan secuenciasde la RHV. A los genotiposseles asignaun númerodel

1 al 6 y alos subtiposunaletra (a, b, c) segúnel ordende descubrimiento(37).

Sin embargo,no todaslas regionesdel genomadel VHC tienenla mismacapacidad

de admitir cambiosen su secuencia.Ademásde la altamenteconservadaregión 5‘NC, las

secuenciasde aminoácidosde los productoscodificadospor los genesdel core,N53 y N54

también están bien conservadasen la mayoría de los aislados, Por el contrario, las

glicoproteinasde la envueltacodificadaspor los genesEl y E2/NS1, y las proteínas

codificadaspor los genesNS2 y NS5 muestranunamayorvariabilidadentrelos diferentes

aislados(26,30,34).Estehechoesespecialmentenotorioen el extremoaminoterminalde la

glicoproteinagp7O(E2/NS1)quecontieneunaRHV, comoya seha mencionado(38,39).

Esta distribución segmentaríade la heterogeneidaden el genoma del VHC

probablementese debe a las diferencias existentesentregenesque codifican proteínas

esencialesparala replicacióndel virus, que puedentolerarpocasmutaciones,y otrosgenes

no esencialespara dicha replicación, como los de las proteínasde la envuelta. Además

algunasmutacionespuedenserventajosasparael virus; así, los cambiosantigénicosen las

8
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proteínasestructuralesderivadasdela RiHV danlugaraepítoposespecíficosparacadavirus

que son inductoresde anticuerposneutralizanteso son específicosde células T, lo cual

permitiría al virus C eludir la respuestainmunedel huésped(mutantes“escape”) y ello da

lugar a la persistenciade la infección y a la ausenciade inmunidad protectoraen el

individuo, quepuedeserreinfectadoporel mismoo porunavariantediferentedel virus C.

Lastasasde apariciónde estosmutantesvienendeterminadasno sólo por la tasade

mutacióndel virus, sino tambiénpor las condicionesde la respuestainmunedel huéspedque

permitala supervivenciade variantes.La variaciónen la secuenciade nucleátidosen un

individuo infectadoaumentaconla progresiónde la lesión hepática.Por tanto,la selección

inmune de estasvariantesexplicaríalas elevadastasasde persistenciadel virus en el tiempo

y la tendenciaa la cronicidad de la infección por el VHC. Asimismo, el grado de

complejidad de las cuasiespeciesy la diversidad de la región hipervariable están

estrechamenterelacionadosconla respuestaal tratamientoconinterferón alfa: los pacientes

recidivantesy no respondedoresmuestranmayor grado de diversidadnucleotídicaen el

análisisde susregioneshipervariables(40-42).

Respectoala distribuciónmundial, los genotiposla y lb sedistribuyenpor todo el

mundo, siendoel lb el más extendidoy con especialprevalenciaen Europay Japón(16).

Por el contratio,el subtipo la es másprevalenteen EstadosUnidos. El tipo 2 seencuentra

mayoritariamenteen Japón,Inglaterray EstadosUnidos. El tipo 3 se ha identificado en

Thailandiaasícomopracticamenteen todaEuropay en EstadosUnidos.En OrienteMedio

y regionesde África comoZaire y Gabónsehanidentificadocepasdel tipo 4. Los tipos 5 y

6 hasta el momento quedanmás restringidosgeográficamente,habiéndoseidentificado,

respectivamente,en pacientesde Sudáfricay HongKong (38,43).
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Implicacionesepidemiológícasy clínicasde la infecciónpor los diversosgenotipos

delvirus C

1. La epidemiologíade la infección: en general,seha definidoun patrónparenteral

de transmisiónen los pacientesinfectadospor el tipo 1, asociándosea transfUsionesde

sangrey hemoderivados.El genotipo Ib es el más prevalenteen los casosde hepatitis

esporádica.La coinfecciónporvariosgenotiposseharelacionadocon determinadasvíasde

transmision:se ha descritoun mayor númerode infeccionesmixtas en hemofilicos, lo que

estaríaasociado con la recepciónde hemoderivadosde múltiples donantes (44). La

infección en individuos ADVP seha relacionadocon los tipos la y 3 (45). El genotipo

tambiénayudaa esclarecerotrasvías de transmisióndel VHC: en caso de sospechade

transmisiónsexual,el hallazgode un genotipodiferenteen cadauno de los miembrosde la

parejaexcluyeestavía comoresponsablede la transmisiónde la infecciónporel virus C.

2. La variabilidad genética del VHC determinad<ferentes antigenicidades.La

existencia de epítopos tipospecíficos puede traducirse en respuestaserológíca con

producciónde anticuerpostipospecificos,hecho queexplicaríala serologíanegativaen un

pequeñoporcentajede pacientescon infección por el VHC, dado que los anticuerpos

específicosproducidosdurantela infección por un determinadogenotipono reconocenlos

antígenosincluidosen las pruebascomercialesquederivandel virus C prototipo(46).

3. La gravedadde la lesión hepáticaen la hepatitisC puedeestarcondicionada,

entreotros factores,por el genotipoinfectante(47,48). Así, se ha asociadola infecciónpor

el genotipoib, y, en generalpor el tipo 1, con unahepatitiscrónicade mayor severidady
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evolución a cirrosis. No obstante,se ha demostradoque los pacientesinfectadospor el

genotipo lb tienen mayoresconcentracionesséricas de RNA-VHC que los pacientes

infectadosporotrosgenotipos,pudiendoseréstalacausaprincipal dequeexistaunamayor

lesión histológicahepática.Estemismo genotipoha sido relacionadocon el desarrollode

hepatocarcinoma,pueses el más prevalenteen los casosen los quesedetectaestetumor

(49).

4. La mayor utilidad de la determinacióndel genotipo viral es quizá como factor

predictivo de la respuestaal tratamientocon interferón (IFN) (50). El genotipo lb se ha

asociadoa unamenor repuestaal tratamientocon JEN (51), mientrasque, en general,el

restodelos genotipospresentaunarespuestamásfavorablea estefármaco.

En resumen,la heterogeneidadgenéticaquepresentael VHC proporcionaa éstela

de habilidadpara “escapar” al control inmunológicodel huésped,conduciendoen másdel

80% de casos a una infección crónicay a una ausenciade inmunidadprotectoraen el

huéspedfrentea reinfeccionesen repetidasexposicionesindividualesal virus.
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Introducción

1.1.3.Manifestacionesclínicase historianaturalde la hepatitisC

La hepatitis C representaun serio problema sanitario, ya que es la causamás

importantedehepatopatíacrónica;seestimaquealrededordel70%de las hepatitiscrónicas

estáncausadasporel virus C.

1.1.3.1.Hepatitisagudaporel virus C

El virus C es el causantedel 20% de las hepatitis agudas.La mayoría de los

pacientesque presentaninfecciónagudaestánasintomáticos,y sólo desarrollaictericia un

escasoporcentaje(inferior al 25%) (52,53). El periodode incubaciónesde unas7 semanas,

con un rango de 3-20 semanas.La elevación de transaminasases transitoriay ocurre

practicamenteentodoslos pacientesinfectados.

Al comienzode la enfermedadno es posible realizarun diagnósticoserológicoya

que existeun intervaloentrela exposiciónal virus y la detecciónde anticuerposanti-VHC

de unas 10 semanas(periodoventana).El único marcadorprecoz de infectividad es la

deteccióndel RNA del V.HC, que puede ser positivo desdela primera semanatras la

exposiciónal virus (54). Aunqueocurreraramente,la hepatitisagudaC puedeevolucionara

hepatitisfUlminante, detectándosemarcadoresde infecciónpor el virus C aproximadamente

enun 2% de los casosde fallo hepáticofUlminante(55).

En los casos autolimitados,el RNA-VHC se negativizaen unaspocas semanas

desdeel comienzode los síntomasy las transanimasasretomana la normalidad, pero
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desafortunadamente,la mayoría de los pacientescon hepatitis agudaC progresana una

infeccióncrónica(85% delos casos),segúnsedemuestrapor la persistenciade RNA-VHC

en el suero(12). Los anticuerposfrente al virus C, en general,no confiereninmunidadni

sonneutralizantes,pudiendopersistirduranteañostras la resoluciónde la infecciónaguda,

por lo que es necesariodeterminarel RNA viral paradistinguir entreinfección activa o

resuelta.

1.1.3.2.Hepatitiscrónicapor el virus C

Uno de los motivospor los que la hepatitisC fUe durantetiempo una enfermedad

desconocidaesla frecuenciaconla queel cursoclínico essilente.La hepatitiscrónicapuede

asociarsea síntomasinespecificoscomo astenia,artralgiasy malestargeneral,si bien los

síntomasno suelenaparecerhastaque surgenlas complicacioneso las manifestaciones

extrahepáticasgeneradaspor el virus C. Por ello, es frecuenteque la infección se detecte

incidentalmenteal efectuarseunaanalíticarutinaria o bien al donar sangre.La mayoríade

los pacientespresentanelevacionespersistenteso intermitentesde las transaminasasséricas,

no existiendo correlaciónentrela cifra de transaminasasy la lesión histológicahepática

(56).

Prácticamentetodoslos pacientescon infección crónicapor el VHC desarrollanun

patrón histológico de hepatitis crónica, incluyendo inflamación portal, necrosis de la

membranalimitante o “piecemealnecrosis”y lesión lobular. Es característicade la hepatitis

crónica C (aunqueno diagnóstica)tanto la presenciade esteatosiscomo de agregados

linfoidesportalesy delesionesen los conductosbiliares(57).
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Un porcentaje considerable de pacientes con infección crónica por VHC

(aproximadamente1/3) presentatransaminasaspersistentementenormales. La biopsia

hepáticarealizadaen estesubgrupode pacientesno muestralesionesaproximadamenteen

el 30% de los casos,que se considerancomo “portadoressanos” (58), pero presenta

alteracionespropiasde la hepatitiscrónicaen un porcentajeelevadodecasos(65-70%),y, a

veces,muestraunahepatopatiaevolucionada,si biende forma globalsu afectaciónhepática

es significativamentemenosgrave que la de los pacientescon hipertransaminasemia.La

evoluciónalargoplazo de estesubgrupoesinciertay debensercontroladosparavalorarsu

progresión(59).

Las reactivacionesen el senode unahepatitis crónicaC, definidascomo abruptas

elevacionesde las transaniinasas,seproducencon frecuencia,cursandoel 55% de forma

asintomática,con alteracioneshistológicaspoco severasy sin guardar relación con la

evoluciónsubsiguientede la enfermedad.En las reactivacionessedetectaun aumentode la

concentracióndel RNA viral en sueroen el 61% de los casosy un incrementode los niveles

de anticuerpostipo IgM frente a proteínasdel core, sin que seproduzcancambiosen el

genotipo,aunquealgunosautoressugierenquela superinfecciónpor un genotipodiferente

puedecontribuir al desarrollode exacerbacionesagudas(40).

Aunque la hepatitis crónica C suele cursar con nula o mínima sintomatología,

progresaa cirrosis en el 20%de los pacientes,generalmentea partir de los 20 añosdesde

el comienzode la infección, La aparicióninicial defibrosis hepáticaen el estudiohistológico

parecetenerun importantevalor predictivo del fUturo desarrollode cirrosis (60).Existe un

amplio espectrodesusceptibilidadrespectoa la evoluciónhaciala cirrosis hepáticay, delos
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posiblesfactorespredictivosestudiados,pareceque los másrelacionadosson el sexo(más

frecuenteen varones),la edadsuperiora los 50 añosen el momentode la infección, la

ingestaabundantede alcohol, la coinfecciónpor el virus de la hepatitisB y la infección por

el genotipo lb delVHC (61).

Lascomplicacionesde la infección crónicaC (incluyendola insuficienciahepáticay

el hepatocarcinoma)aparecengeneralmenteen individuoscon cirrosis y, dado que ésta

sueletardaraños en establecerse,la infección por el VHC puedecursarsilente durante

décadasantesde ponersede manifiestola existenciade signos de hipertensiónportal o la

presenciade encefalopatíahepática(62). Pesea ello, la hepatitis C constituyela primera

causade hepatopatíaque precisatrasplantehepático. En EstadosUnidos se ha estimado

que la hepatitis C es responsablede 8.000 a 10.000 fallecimientos anuales. Además,

anualmentepuedendesarrollarun hepatocarcinomaentreel 1 y el 4% de los pacientescon

cirrosis establecida,estimándoseque el tiempo medio de apariciónde estetumor es de

aproximadamenteunos30 añosdesdeel comienzodela infecciónpor el virus C (63,64).

1.1.3.3. Manifestacionesextrahepáticasde la infecciónporel Virus C

Una característicainteresantede la hepatitis C es su asociación a diversas

manifestacionesextrahepáticasque incluyen: artritis, liquen plano, glomerulonefritis y

cnoglobulinemia mixta esencial (CMB). Tanto la crioglobulinemia como la

glomerulonefritissedebenavasculitisde pequeñovaso(65).

La hepatitisC esla principal causadeCMB, síndromecaracterizadopor la aparición

de varios síntomascomoastenia,artralgiasy mialgias, artritis, lesionescutáneas(púrpura,
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vasculitis), neuropatíay glomerulonefritis. Las crioglobulinas,detectadasen suero,están

compuestaspor inmunocomplejosantígenoVHC-anticuerpo-VHC,factor reumatoidey

complemento.Estesíndromeocurreen un 1-2% de los pacientesconhepatitisC, aunquees

posibledetectarcrioglobulinasen sueroen 1/3 de los portadoresdeinfección por el virus C.

Laresoluciónde la hepatitisC conlíevala resolucióndela CMB.

La porfiria cutáneatarda(PCT) tambiénse asociaconla hepatitispor el virus C; un

62-82%de casosde pacientescon PCTtienenmarcadoresde infecciónpor el VHC y esta

relaciónse incrementacuandosedeterminael RNA-VHC tanto en célulasmononucleadas

de sangreperiférica como en el higado de los pacientescon porfiria (66), aunquese

desconocesi es la infección viral o la lesión hepáticaasociadala que desencadenael

síndrome(67).

Otrosprocesosconlos quela asociaciónestámenosdocumentadason el Síndrome

de Sjóegren secundario,la úlcera corneal de Mooren, la anemia aplásica, la fibrosis

pulmonary el hipero el hipotiroidismo.

En cuantoa la patogeniade estasmanifestacionesextrahepáticas,se especulaque

podríaparticipar un mecanismoinmunológícodesencadenadoen respuestaa la infección

viral, o bien podríanser la consecuenciade la invasiónviral y replicaciónen los tejidos y

órganosextrahepáticosafectados(8,62,68).
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1.1.4.Diagnóstico de la infección por elVHC

Los métodosdiagnósticosde la infección por el VHC se pueden dividir en 2

categorías(69): métodosindirectoso serólogicosbasadosen la detecciónde anticuerpos

séricos frente al virus C y métodosdirectos o de biología molecular, basadosen la

deteccióndelgenomaviral y sucuantificación.

1.1.4.1Métodosserológicos

En la actualidadexistenvarios enzimoinmunoanáisis(EIA) muy sensiblespara la

detecciónde anticuerposanti-VHC quesebasanen la utilizaciónde unacombinaciónde

proteínasviralesrecombinantes,incluyendounaporciónde la proteínadel core (c22), N52

(c33), NS3/4 (c200)y, en las versionesmásrecientes(de 3 generación),un péptido N55

(70). Pesea las diversasmodificacionesrealizadas,destinadasa incrementarla sensibilidad,

estosmétodossiguenpresentandoreactividadesfalsamentepositivas,especialmenteentre

individuosconbajo riesgode infecciónpor VHC, comolos donantesde sangrevoluntarios.

En un alto porcentajede las infeccionescrónicaspor VHC sedetectananticuerpos

de claseIgM frente a proteínasno estructurales(71), quepodríanser neutralizantes,y que

son útiles comomarcadorpositivo de respuestaal tratamientocon IFN (72). También se

detectananticuerposde claseIgM frente aproteínasdel core,quese asocianaaltos niveles

de replicaciónviral (73),y queaparecentanto en la faseagudade la infeccióncomoen las

exacerbacionesagudasde la hepatitiscrónicapor virus C. Los pacientescon anticuerposde
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tipo IgM frente a proteínasdel core respondenpeor al IFN, puesestosanticuerposson un

marcadorde elevadacargaviral.

Paradeterminarla especificidadde los EIA es importanteconfirmar su reactividad

con testde confinnacióncomolas técnicasde inmunoblotrecombinante(RIBA, Chiron) y

péptidossintéticos(Innolia, Innogenetics),que detectaanticuerposfrentealas proteínasdel

virus previamenteaplicadassobretiras de nitrocelulosa.Es necesariala reactividadal menos

en dosbandasparaconsiderarel suerocomopositivo.

Los test de confirmacióndebenefectuarseen todos los casoscon reactividadantí-

VHC medianteEIA en los que existaalgunadudasobreel diagnóstico,comoaquelloscon

transaniinasasnormaleso con hipergammaglobulinemia.Existe una buena correlación,

aunqueno absoluta,entreun resultadopositivo con RIBA y la presenciade RNA-VHC

documentadaporPCR(74).

1. 1.4.2,Métodosdebiologíamolecular

Los anticuerposanti-VHC puedenno ser detectablestanto en los estadiosiniciales

de la infección agudaC como en individuos inmunodeprimidos,por ejemploen pacientes

con insuficienciarenaly con sida. En estoscasosresultaapropiadoinvestigardirectamente

la presenciadel virus mediantela determinacióndel RNA-VHC en suero quees la prueba

másprecisa,siendotambiénposiblesu determinaciónen hígadoy en célulasmononucleares

de sangreperiférica(CMSP)(75).
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El RNA viral está presenteen escasascantidadesen el sueroy tejidos,y para su

detecciónes necesarioamplificarlo mediantePCR con un pasoprevio de transcripción

reversa(RT: reversetranscriptase)de RNA a cDNA: la RT-PCRpermitela detecciónno

cuantitativade pequeñascantidadesde RNA viral traslas amplificaciones.Es importantela

selecciónde las secuenciasde nucleótidos(“primers’j, utilizándosehabitualmentela región

5’UTR por estaraltamenteconservadaentrelas diferentesvariantesdel virus (76).

La sensibilidady especificidadse incrementancon la RT-nestedPCR o PCR en

forma de nido, en la que se añadeunasegundafase de amplificaciónutilizando diferentes

“primers” del DNA obtenido (77). Debenconsiderarselos falsos positivosde la técnica,

normalmente debidos a contaminación, y los falsos negativos, en su mayoría por

degradacióno deficienteextraccióndelRNA.

Ademásde la deteccióncualitativaes posibledeterminarla cantidadde RLNA-VHC

existenteen el suero(cargaviral), de gran utilidad parala monitorizacióndel tratamientoe

importanteporqueparecedemostradoqueaquellospacientescon mayorescargasvirales

puedenser máscontagiososy presentanpeor respuestaal tratamientocon interferón (78).

Los niveles de RNA-VHC puedensufrir grandesfluctuacionesen un mismo individuo en

diferentesdeterminacionesy la PCRpuedeser falsamentenegativasi el nivel de replicación

esbajo o si la persistenciaviral estálimitadaacompartimentosno sangumeos.

La PCR es positiva a los 5-10 días de exposición al VHC. Sus principales

aplicacionesclínicasson:

1) el diagnósticode la infección aguda,

‘9



Introducción

2) la evaluación de viremia en pacientesanti-VHC-i- con transaminasasnormales,para

descartarinfeccióno inmunidad,

3) el diagnóstico de hepatitis crónicas seronegativas,especialmenteen pacientes

inmunodeprimidos,

4) en la monitorizacióndel tratamientoantiviral, y

5) en estudiosde transmisiónverticaldel VHC.

Para la determinacióndel genotipo viral se han descrito varios métodos de

tipificación: a) medianteELISA con oligopéptidosde la regiónN54 se ha determinadoel

efectode la variabilidadde secuenciasentredistintostipos del VHC sobrela antigenicidad,

comercializándoseun ELISA quepermite detectaranticuerposfrente a los tres primeros

gruposfilogenéticosdel virus C. Los anticuerpostipospecíficosdetectados(serotipos)se

correlacionancasi exactamentecon el análisis genotípico de las secuenciasdel VHC

amplificadaspor PCR(79); b) métodosbasadosen el análisisde los productosde PCRpor

secuenciacióndirecta(27),usandoprimersespecíficos(80), por análisisdel polimofismo de

fragmentosde restricción (PLFR) (81), o con sondasde DNA especificas(82). Estas

técnicassehan aplicadoala región5 ‘U’l’R, al corey aNSS.

Con respectoal análisisde las cuasiespeciesdel VHC, generalmenteseestudiala

regiónI-IVR-1, y esprecisorealizarla amplificacióny la secuenciaciónde la misma,lo cual

resultamuy complejo y se empleacuandointeresaconocerla diversidadgenéticade las

cuasiespecies.Existe un método sencillo y rápido para la detecciónde la población de

cuasiespeciesde un mismo genotipo de virus C, denominado“Análisis del polimorfismo

conformacionaldecadenasencilla” (Singlestrandconformationpolymorphism,SSCP).
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El SSCPesuna técnicadirectay con una elevadasensibilidadque se basaen la

diferente movilidad de un fragmentode unacadenasencilla de DNA (sDNA), segúnsu

conformación,en unaelectroforesisen gel de poliacrilamida no desnaturalizante,teniendo

en cuentaque las mutacionesque se produzcanen un fragmentodefinido de DNA causan

diferentesconformacionesen el sDNA y ello conlíeva diferente movilidad electroforética

(83). El número de bandasque se visualiza refleja el número total de variantesvirales

“mayores”presentesen suero,es decir, la complejidadgenéticadelgenomaviral.

Diversas técnicas como la hibridación iii situ, la RT-PCR in situ y la

inmunohistoquímica se han aplicado para la lactación específicadel genomay los

productosgenéticosdel VHC en muestrasdebiopsiahepática.

Respectoala hibridaciónin situ (PUS),el conocimientode las secuenciasgenómicas

de los virus ha permitido la obtenciónde sondascon las quepoder localizarlosen suero

(84) y tejido. Para ello es necesarioque se produzcala hibridación entre2 secuencias

complementarias,la viral y la de sonda marcada. Posteriormente,con un sistema de

detecciónvisualizamosel lugardondeseencuentrala sondahibridada.

La 1415 esuna técnicacomplementariaa la inmunohistoquimica,ya que estaúltima

localiza las proteínasderivadasde la tradución viral (85) y la PUS detectael tropismo

celular del virus y su lugar de replicación(86), siendouna técnicacon pocasensibilidad

debidoa losbajosnivelesdeVHC (87).
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La PCR in situ pennite amplificar el genoma viral directamentesobre una

preparacióny despuésvisualizarlo; sin embargo,es una metodologíatodavía en fase de

experimentaciónquepresentaciertosproblemasde especificidad(88). De todasformas,la

sensibilidadesbastantemayorconrespectoa la HIS (89,90).

La inmunohistoquimicaha sido ampliamenteutilizadahastael momentopero los

resultadoshan sidodesigualessegúnlos autores;todavíano seha encontradoel anticuerpo

monoclonal adecuadoy es precisoun mayor perfeccionamientotécnico antesde poderla

emplearde forma generalizada(91,92).
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1.1.5. Tratamiento de la infección por el virus C con Interferon

La infección por el VHC genera una considerablemorbilidad y mortalidad

secundarias a las consecuenciasa largo plazo de la enfermedadhepática,por lo que no

queda duda sobre la apremiantenecesidad de hallar una terapia efectiva para esta

enfermedad.

A diferenciade lo queocurrecon la hepatitiscrónica B, la hepatitiscrónica C no

poseetendenciaa la remisión espontánea(93), por lo que el tratamientosiempre es

preferiblea la abstenciónterapeútica.

El interferón(IFN) esel único fármacoautorizadoparael tratamientode la hepatitis

crónicaC, pero su utilidad estálimitada por su insuficienteeficacia,suelevadocostey los

efectossecundariosqueproduce.

Los JFNs son una familia de glicoproteinassecretadaspor las células nucleadas

principalmenteen respuestaa la infecciónviral; existenvariostipos, alfa, betay gamma,que

se agrupan según su estructura, sus efectos antivirales y sus propiedades

inmunomoduladoras(94): a los IFNs alfay betaseles denominade tipo 1 y sonproducidos

por las célulaslinfoides, epitelialesy fibroblastos,mientrasque el IFN gammase denomina

de tipo II y esproducidopor célulasT activadasy célulasNK (naturalkiller).

En humanosel IFN alfa (a) estácodificadopor un total de 13 geneslocalizadosen

el brazocortodel cromosoma9, quedan lugara diferentesproteínasconsimilar acción.Las

preparacionesdisponiblespara uso clínico contienenIFN a2 recombinante,obtenidopor
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transfecciónbacteriana,o son mezclade subtiposproducidospor células linfoblastoides

humanas(namalwa)o leucocitoshumanosestimuladospor el virus Sendai

En general,los IIFNs de tipo 1 tienenun potenteefectoantiviral, inmunomoduladory

antiproliferativo (95); para ejercer sus funciones, los IIFNs deben unirse a un receptor

específico en la membranade la célula diana y ello inicia una serie de mecanismos

intracelularesqueconducena la activación,a nivel nuclear,de la regiónreguladorade los

genesinducidospor el IFN, denominadaISRE (IFN-stimulatedresponseelement),dando

lugar a la producción de ciertas proteínasque participan en las diferentes acciones

biológicasmediadaspor los JFNs(96,97): algunasactúaninhibiendo la replicación viral,

comolaproteínaMx queposeegran actividad inhibitoria de la replicacióndel virus de la

influenzay probablementeotros virus, el sistema2 ‘-5 ‘oligoadenilatosintetasa(2‘-5 ‘OAS)

que activa una ribonucleasaque degradanla doblecadenade RNA formadadurantela

replicaciónde los virus RNA, y unaproteinkinasaqueinhibe la síntesisde proteínasvirales;

en cuanto a los efectosinmunomoduladores,el lEN tipo 1 aumentala expresiónde los

antígenosdel complejomayorde histocompatibilidad(HLA) clase1 en las célulasinfectadas

por virus, facilitandosureconocimientoy destrucciónpor las célulasT citotóxicas.

Los objetivosfUndamentalesde laterapeúticaen la hepatitiscrónicapor virus C son:

inhibir la replicación viral y lograr la erradicación definitiva del VHC de todos los

reservorios,inactivarla hepatitisdesdeel puntode vistabioquímicoe histológicoy evitar la

progresiónhacia la cirrosis y las complicacionesque conllevanlas fasesavanzadasde la

enfermedadhepática. Todos estos objetivos sólo se consiguen en los pacientesque

presentanunarespuestaestabledespuésdeltratamiento.
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La utilización del IFN se asocia con frecuenciaa un descensoen la cifra de

transaminasasy de la cantidadcirculante del RNA del virus C, en generalhastavalores

indetectables(98). Sin embargo,en muchoscasosal suspendersela terapiavuelven a

elevarsela cifrade transaminasasy del RNA del VHC hastalosvalorespreterapeúticos.

La respuestaóptima o respuestacompletamantenidase define comola existencia

de transaminasaspersistentementenormalesy ausenciade RNA en suerotanto al final del

tratamientocomoduranteun seguimientode al menos6 mesesdespuésde su finalización;

seproduceen el 15 a 20%de los pacientestratadoscon IFN y la mayoríade los pacientes

de estegrupo semantendránen remisión(8,99). En el 50% de los pacientestratadosse

consigue una respuesta completa, con normalización de transaminasas(alanin

aminotransferasa,ALT) y negativizacióndel RNA viral duranteel tratamiento,pero sólo la

mitad o menos de los pacientesrespondedorespresentanuna respuestamantenida al

suspenderla medicación(100). La respuestaparcial o ausenciade respuestase produce

cuandono semodificanla cifra deALT y la viremia,o bien,si seproducen,no semantienen

duranteel periodo de tratamiento.Este “fenómeno de escape” o breakthroughparece

deberseala selecciónde mutantesdel VHC resistentesal lEN, aalteracionesde la respuesta

inmunedel huéspedoa la apariciónde anticuerposanti-IFN (101).

Por desgraciala erradicacióndel virus esdificil de lograr, ya queaproximadamente

entreun 10 a 40% de los pacientescon respuestabioquímica(transaminasasnormales)

sostenidavuelven a tenerviremia detectableen el seguimiento(disociaciónbioquímica-

virológica) (102,103),y en otrosconviremiano demostrablees posibledetectarel genoma
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viral en el hígadoo enlas CMPS,dondetambiénsereplicael virus, a pesarde la normalidad

de las transaminasas(104).

Los resultadosobtenidoscon el IFN, por lo tanto, distan mucho de satisfacerlos

objetivos ideales propuestosy, mientras no se disponga de agentesterapeúticosmás

eficaces,esnecesariobuscarestrategiasquemejorenla efectividaddel tratamientocon lEN,

basadasen 2 aspectosfUndamentales:la búsquedade la pauta óptima paraadministrarel

IFN y la selecciónde aquellospacientesmássusceptiblesde beneficiarsedel tratamiento.

Respectoa los factoresdependientesdel lEN, un importantenúmerode ensayos

terapeúticosrealizadosen todo el mundohan evaluadola importanciadel tipo de ]FN, dela

dosis,de la duración del tratamiento,de la idoneidadde pautascon dosis crecienteso

decrecienteso de la administraciónde ciclos repetidos.

En cuantoal tipo de ]IFN, no parecenexistir diferenciasni eneficaciani en cuantoa

los efectossecundariosentrelos IFNs alfa recombinanteso el IFN linfoblastoide(105). El

lEN beta ha sido empleadocon buenosresultados,por vía intravenosa(106). El IFN

gammaseha mostradoineficaz(107).

Existe discrepanciarespectoa la dosis óptima de lEN, pues algunos estudios

sugierenuna mayor eficacia del IFN a dosis de 5 ó 6 mU en lugar de 3 mU, y otros

demuestranrespuestassostenidasen pacientestratadoscondosisbajas,de 1,5 mU. La dosis

másempleadaen la actualidadesintermedia,esdecir, 3 mU (100,108).

El empleo de dosis ascendenteso descendentessegún la normalizaciónde las

transaminasas,en comparacióna pautascondosisfijas, no ofrecemejoresresultados(109).

Los tratamientosde duración inferior o igual a seis mesesson insuficientesen la
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mayoríade los casos.Estudiosrecientesdemuestranunatasamayorde respuestamantenida

contratamientosde doceo dieciochomesesfrente a tratamientosde seismeses(108). No

obstante,la duración del tratamientoes un factor a teneren cuentaexclusivamenteen

pacientesque presentannormalizaciónde transaminasasy negativizacióndel RNA viral en

suero a las 4-8 semanasde iniciado el tratamiento.Si en este intervalo de tiempo no se

consigue respuestacompleta, la prolongacióndel tratamiento no parecemejorar las

expectativasde respuestasostenida(110).

El segundoaspectoimportantede la problemáticadel tratamientoes la identificación

de los pacientesque realmentepuedanbeneficiarsedel mismo. Los factoresque pueden

influir en la respuestaal tratamiento pueden ser de tipo epidemiológico, bioquímico,

histológicoo virológico (111,112).

Dentro de la primera categoríase encuentrancomo factorespredictivosde buena

respuestaal tratamientola menor edad, el sexo femenino, el antecedentede infección

recientey la adicción a drogaspor vía parenteralcomo mecanismode contagio de la

enfermedad.Son factoresanalíticosrelacionadoscon la respuestafavorableal tratamiento

unacifra correctade leucocitos,plaquetasy ferritina, un cocienteAST/ALT inferior a0,5 y

unaGGT normal.Laexistenciade unacirrosis hepáticaseconsideraun factor predictivode

malarespuesta.

Existenfactoresespecíficosdel virus que en el análisis univariadohan demostrado

ser factorespredictivosindependientesde respuestaal IFN: el genotipoy la carga viral.

Los pacientesinfectadospor el genotipolb del virus C y con niveleselevadosde RNA del

VHC presentancasisiempreunapobrerespuestaaltratamientoconLEN (111).

27



Introducción

Recientementeseha demostradoqueunamenordiversidaden la RHY del VHC es

un factor predictivoindependientede respuestacompletamantenidaal LEN en los pacientes

conhepatitiscrónicaC (113). Además,el trataniientocon LEN puedeinducir o aumentarla

variabilidadde estaregióndel genoma,haciendoal virus resistenteal tratamiento(114).

En este sentido,Enomoto(115) secuencióla totalidad del genomadel VHC del

genotipolb en varios pacientesno respondedoresal LEN, antesy despuésdel tratamiento,

hipotetizandoque la terapiapodríaaclarar las cuasiespeciessensiblesal LEN, persistiendo

las resistentesal fánnaco.La comparaciónde secuenciasde aminoácidosdemostróque

éstashabíanvariadodespuésdel tratamientoy que el cambiomásconsistenteocurríaen la

región carboxiterminaldel genNSSA, entrelos aminoácidos2209 y 2248, denominándola

región determinantede la sensibilidadal IFN (ISDR: interferon-sensitivitydetermining

region). Segúnestosautores,las variantesviralesquepresentabanunasecuenciaen la ISDR

igual a la del genotipo lb “salvaje” eran resistentesal EN, persistiendodespuésdel

tratamiento,y los aisladosconmúltiples sustituciones(> ó = 4) en la ISDR, denominados

“tipos mutantes”, desaparecíandurante el tratamiento con LEN. Los aislados con

sustitucionesen número de 1 a 3 se denominaron“tipo intermedio” y presentabanuna

respuestaintermediaentrelos dostiposanterioresal tratamientoconLEN.

Estos datoshan sido confirmadosen Japón(116,117)pero no en Europa (118),

probablementepor la existenciade unamenorproporciónde los tipos mutantesen Europa

con respectoa Japón,lo quepodríaexplicar las diferenciasobservadasen la respuestaal

tratamientoentreambasáreasgeográficas.

Pareceque la regiónNSSA debeintervenir en el procesode replicaciónviral y se

especulaque en el genotipo lb tipo salvaje esaregión pudieracodificar unaproteínaque
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colaboraraala resistenciadel VHC frente al efectoinhibitorio del LEN sobrela síntesisde

proteínasvirales,o enla persistenciadel RNA viral en el interior de las células(119).

No obstante,varios factoressugierenque la ISDR podría jugar sólo un limitado

papelen la determinaciónde la sensibilidadal LEN. En primerlugar,la asociaciónsóloseha

realizadoen el genotipoib, y la falta de respuestaal LEN en pacientesportadoresde otros

genotiposno quedaríaexplicadapor estemecanismo.Segundo,la cargaviral esotro factor

predictivo de respuestaal FN, y se ha asociadoa múltiples sustitucionesen la ISDR, de

forma quela presenciade genotiposlb mutantescorrelacionaestrechamenteconunosbajos

nivelesde RNA-VHC en suero(116) y el análisismultivariantedemuestraquela cargaviral

inicial esmejor factor predictivode respuestaquela secuenciade la ISDR. Finalmente,en la

mayoría de los estudios realizados la correlación no es absoluta y probablemente

intervenganotros factoresque estánpor determinar(119), lo que hacenecesarioun mayor

conocimientode la variabilidad genéticadel VHC medianteun análisis de su biología

molecular.
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1.2. VIRUS DE LA HEPATITIS G

1.2.1.Epidemiología y vías de transmisión

Desdesu descubrimiento (120), diversos estudiosepidemiológicoshan demostrado

que el virus de la hepatitis G (VHG) estámundialmente distribuido y que setransmite por

vía parenteral (121-124).La observaciónde unaaltaprevalenciade coinfecciónconel VHC

(entre un 10 y 20%) en algunosgruposde riesgocomolos ADVP, sugiereque el virus O se

transmite por las mismas vías que el virus C, incluyendo la vía sexual y la transmisión

vertical(125,126).Además,esposiblequeexistanotrasposiblesvíasde transmisión,ya que

como sucedecon el VHC, el virus O se ha aislado en pacientessin factores de riesgo

conocidos.

El VHG seha detectadoen el 1.7% de los donantessanosvoluntariosen Estados

Unidos,unaprevalenciasuperiorala del VHC; Linnen y cols. (121) hanevaluadolos datos

segúnla normalidado no de las transaminasasno encontrandomayorriesgode infecciónen

los sujetoscon elevaciónde las mismas.De todasformas,a pesarde seraltala prevalencia

de la deteccióndel virus O en los donantes,resultabajaen los receptores(127), a la inversa

de lo queocurre conel VHC, y estopodríademostrarunamenor infecciosidaddel VHO,

probablementeporquelas diferenciasestructuralesque presentarespectoal virus C y la

menorviremia facilitan sueliminaciónpor el sistemainmunedelhuésped.
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La prevalenciade infección por el virus O es considerablementealta entre las

personas expuestas, como los sujetos politransfirndidos (hemofilicos, pacientes con

talasemia,etc), los ADVP o los pacientesen programade hemodiálisis.

Entre los primeros, la tasade positividaddel ARN del VHG oscila entreel 6 y el

14%, alcanzandohastael 47% en pacientespolitransfi.indidospor hemopatíasmalignas,en

quienesla inmunodepresiónharíamásdificil la eliminacióndel virus (128).

En los ADVP la tasade infecciónpor el virus O esmuy elevada,oscilandoentreel

24 y 49%, siendocomúnun alto indicede coinfecciónpor el VHC en estegrupo(129). La

tasade positividaddel ARN del VHG es máselevadaen los casosen que el inicio de la

drogadicciónes reciente que en drogadictosmás veteranos(125), con una tasa de

positividadde anticuerposanti-E2másreducidaen los primerosqueen los segundos(130).

Heringlakey cols. (131) han detectadoARN del virus O en el 16.8%y anticuerpos

anti-E2en el 56.8%delos pacientesinfectadospor el VIII quehanestudiado,demostrando

que en los enfermos que presentanviremia es mayor el recuento de células CD4 y

progresancon menor frecuenciahacia estadiosmásavanzadosde la infección por VIH, lo

queindica un pronósticomásfavorablede estospacientes.

SedetectaARN del virus Genun 10%de pacientesconinfecciónpor el virus de la

hepatitis B (VHB), un 20% con infección por el VHC, un 10% de los pacientes

diagnosticadosde hepatopatíaalcohólicay un 8% de casosde hepatitisautoinmune;la gran

mayoría de estos pacientes (75-100%) tienen historia de exposición a sangre o

hemoderivadoso sonex-advp(132).
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1.2.2.Biología molecular del virus G

El virus O perteneceala familia fiaviviridae. Esun virus RNA de cadenasimplecon

polaridad positiva, de aproximadamente9400 nucleótidosque codifican unaproteínade

2873 aminoácidos.Su organizacióngenómicaes similar a la del VHC y presentanuna

homologíaglobal de un 26%(121,133).Tiene unaamplia región de lecturaabierta(ORE)

que codifica para proteínas estructurales (El y E2) situada en el extremo N-terminal, y para

proteínasno estructurales(N52, N53, N54A, NS4B, NSSA y NSSB) en el extremo C-

terminal, situadaentredoszonasno codificantes,NC o UTR, anivel del extremo5‘y 3’.

Existenalgunasparticularidadesdel genomadelVHG quepuedentenerinterésen la

patogeniade la infección: en la región que codifica paraproteínasestructuralesno ha sido

posibledeterminarla presenciadecore,que enotros flavivirus codificaparalas proteinasde

la nucleocápside,y las regionesquecodifican para las proteínasde la envueltaestánmuy

conservadas,esdecir, el virus G no presentaunaregiónhipervariable,lo cualdalugara una

menor capacidaden la generaciónde mutantesde escapedel control inmnunológico del

huésped, hecho que le podría conferir una menor patogenicidady persistencia en

comparaciónal VHC (134).

El análisis filogenético de la secuenciade nucleótidos de la región 5 ‘UTR entre las

diferentesvariantesdel virus O ha reveladola existenciade varios subtiposvirales con

diferente prevalenciasegúnlas áreasgeográficas,como ocurre con el VHC, aunquese

desconocenlas implicacionesclínicasaque losdiferentessubtipospuedendar lugar.
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El subtipo 1 se ha identificado en las variantesdel virus G del oestede Africa, los

subtipos2a y 2b en Europa y EstadosUnidos y el subtipo 3 en Asia (135), con un

porcentajede variaciónde sus secuenciasde aproximadamenteun 11-13%, lo cual indica

una mayor conservaciónen las secuencias,tanto a nivel de nucleótidos como de

aminoácidos,entre los diferentessubtiposdel VHG que en el VHC. La razón de esta

diferenciaentrelos virus G y C no seconoce,peropresumiblementerefleja unavariaciónen

la presióninmunológicaejercidaporel huéspeddurantela infecciónviral.

Además,seha demostradoque el virus O, comootrosvirus RNA, existecomo una

mezclaheterogéneade virus en un mismo individuo, es decir, comocuasiespecies,a pesar

de que no presentaunaregiónhipervariable,y ello puededarlugara unadiferenterespuesta

al lEN, ya que en un mismo huéspedalgunostipos desaparecenduranteel tratamiento

mientrasqueotrosmuestranresistenciaal lEN y persistentrasel tratamiento(136).

1.2.3. Significadoclínicode la infección por el virus G

Los estudiosdirigidos a evaluarla relevanciaclínica de la infección por el virus O

comoagentepatogénicode enfermedadesagudasy crónicasdel hígado,asícomosu posible

implicación en la patogeniade algunas enfermedadesextrahepáticas,indican que el

potencialpatógenode estevirus esescasoy muy inferior al deotrosvirus hepatotropos.
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1.2.3.1.Hepatitisagudapor el virus O

Seha demostradola presenciade ARN-VHG en sueroen alrededordel 15% de los

pacientescon hepatitispostransfUsionalno A no C, conun periodode incubaciónsimilar al

VHC (10-12 semanas)y aparentementeconunaclínica másleve.

Asimismo, respecto a las alteraciones bioquímicas, los pacientes presentan

concentracionesde transaminasasinferiores alas observadasen la hepatitisagudapor virus

C y la elevaciónde éstasestransitoria,pudiendopersistirla viremiadurantetiempo perosin

acompañarsede alteracionesen la bioquímicahepáticani de unaevoluciónhistológicahacia

la cronicidad(137).

Aproximadamenteel 0.3% de los casosde hepatitisagudaesporádicao adquiridaen

la comunidadseríanatribuiblesal virus O, eigualmente,no se ha demostradounaevolución

a la hepatitis crónica pesea la persistenciade viremia durante largos periodos de tiempo

(121,123).

Diversos estudioshan sugerido la posibilidad de que el virus & puedaparticipar

comofactor etiológico en el desarrollodel fallo hepáticofulminante,pero los resultadosal

respecto son discordantesy son precisannuevas investigacionespara la obtenciónde

conclusionesdefinitivas (138,139).
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1.2.3.2.Hepatitiscrónicapor el virus O

Existe una gran controversiacon respectoal posible papel del virus O en el

desarrollode hepatitiscrónica.Pesea la deteccióndel ARN-VHG en pacientesconhepatitis

crónicacriptogenéticay a la persistenciadel genomaviral en sangreduranteañostras la

infección aguda,aúnno seha documentadola progresiónhistológicade hepatitisagudaa

crónica,

En un 55%de los casosque presentanvirus O existeunaelevaciónconstantede las

transaminasas,mientrasqueen un porcentajedel 45%la infecciónpor estevirus cursacon

transaminasasnormales,lo que sugierequepuedanexistir portadoressanosdel virus. Se

desconocela evolucióna largo píazo de estosenfermos,aunquees posibleel aclaramiento

del virus por el organismo, con desapariciónde la viremia y presenciade anticuerpos

protectores(anti-E2) en un tiempo variable (hasta 17 años),cesandoasí la situaciónde

portadorsanodel VHG (140).

Por otro lado, sehadetectadola infección por el virus O en pacientescuyasbiopsias

demostrabanunahepatitis crónica,en quienessehabíadescartadola infecciónpor los virus

ByC.

Las conclusionesrespectoal papeldel virus O en el desarrollode hepatitiscrónica

estanlimitadaspor el escasonúmerode pacientesinfectadosexclusivamentepor estevirus,

sumadoal de las biopsiashepáticasrealizadas,por presentarla mayoríade pacientescon

infección aisladapor el VHO unosnivelesnormalesde transanúnasas.Esteúltimo dato no

significa necesariamenteque no existe lesión histológica hepática, como ya se ha

demostradoen el casodel VHC (59).
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1.2.3.3.Coinfeccióndel virus Ci conel virus C

Sonmuchomásabundantesy esclarecedoreslos estudiosrealizadosen relacióncon

la coinfección por virus O en pacientescon hepatitis crónica por el virus C. El VHG

presentaunaaltaprevalenciaentrelos pacientesconfactoresderiesgoparenteral,comolos

ADVP o los hemodializados,y compartelas mismasvíasdetransmisiónqueel VHC, por lo

quelos pacientesconVHC puedenestarcoinfectadospor los dosvirus, lo queocurrehasta

en un 20% de casos (141). En todas las series estudiadases común el alto índice de

antecedentesde riesgo de transmisiónparenteral,comotransfUsión,uso de drogaspor vía

intravenosay, menosfrecuentemente,el riesgoocupacional(132). Sin embargo,en muchos

casosno existeningúnfactor de riesgo,lo quehacepensaren la posibilidadde quepudieran

existir mecanismosdesconocidosde transmisiónparenteral,comoocurrecon los virus B y

o atravésde otrasvíastodavíano identificadas.

Los pacientesquepresentanseropositividadparael ARN del virus O tiendena ser

másjóvenesque los no infectados,y en algunasseriesestatendenciaalcanzasignificación

estadística(142). Estehechopodría indicar que, a diferenciade lo queocurrecon el virus

C, la infección por el virus O puederemitir en el tiempo mediantela generaciónde una

respuestainmune competentepor el huésped,lo que resultaríaen la desapariciónde la

viremiadetectable.Enomotoy cols. (143) handemostradoquela mitadde los pacientescon

hepatitis crónica por virus C han estadoexpuestosal VHO y en una proporción de los

mismos se ha eliminado este virus en un tiempo variabley sin mediaciónde tratamiento

antiviral, apareciendoanticuerposanti-E2detectablesen el suerode estospacientes.
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En el resto de característicasclínicas, bioquímicas e histológicas no existen

diferenciasentrelos pacientescon infección aisladapor el virus C y los coinfectadospor

ambosvirus. Tampocoexistendiferenciasen las característicasvirológicasde la infección

por VHC: la distribucióndegenotiposes similar asícomola cargaviral.

Tambiénseha estudiadola posible implicaciónde la coinfecciónpor el virus Ci enla

respuestaal tratamientocon IFN de los pacientesconhepatitiscrónicaC (144,145). Se ha

comprobadoque el virus Ci es sensiblea dicha terapia,la cual induceunadisminuciónde

viremiahastahacerlaindetectableen algunoscasos.Sin embargo,al igual que ocurreen la

hepatitisC, es frecuentequeestarespuestaseasólo transitoriay que en la mayoríade los

casos el virus Ci reaparezcaal interrumpir el tratamiento. De hecho, la completa

desapariciónde la viremiadel virus & sólo ocurreen los pacientesconbajacargaviral antes

de empezarel tratamiento,comoseobservade forma característicacon el VHC (144,146).

La sensibilidaddel VHG al lEN escomparablea la del virus C pero independiente

del mismo, y parecequeéstano es igual entre los diferentestipos del virus de un mismo

huésped,al igual que sucedeconel VHC, por mecanismosaún no conocidos(136).

La coinfección con VHG no influye en la respuestaal FN de los pacientescon

hepatitiscrónicapor el virus C (147), llamandola atenciónla existenciade unaimportante

disociaciónentrela presenciao no del virus Ci y la cifra de transaminasas,Lastransaminasas

aparecen alteradas o normales según el ARN-VHC esté presente o ausente,

respectivamente,mientrasque suvalor pareceindependientede la presenciao ausenciade

ARN-Ci detectable(144,148).Estaobservaciónconstituyeotro argumentoen favor de la

bajapatogenicidaddel virus Ci.
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1.2.4.Diagnósticode la infecciónporel virus G

El diagnósticode la infecciónpor el virus Ci sebasaen la identificación en suero,

aunquetambiénen otros compartimentoscomotejido hepáticoy CMSP, de secuenciasdel

genomaviral mediantetécnicasbasadasen la amplificación por reacciónen cadenade la

polimerasa(PCR) de diversasregionesbien conservadasdel genomaviral, como 5 2NC,

N53 y NSSA (149,150). Como es obvio, esta técnica únicamentepuede detectar la

presenciade infecciónen sujetosconviremia. Estosprocedimientossoncomplejosy caros,

lo cualdificulta su aplicaciónen los laboratoriosclínicos.

Recientementesehandescritotécnicasinmunológicassimplespara la identificación

de anticuerposcontraproteínasde la envoltura (anti-HGenvo anti-E2), codificadaspor la

región E2 del genomadel virus, obtenidasmediantetécnicasde recombinacióngenética

(130,140).

Estos anticuerposse detectanen unaelevadaproporción de sujetosteóricamente

expuestosa la infección,pero no en sujetosconviremia, lo que sugierequela presenciade

anticuerposanti-E2 es indicativa de exposición-infecciónen el pasadopor el virus Ci.

Además,la presenciade anti-E2 antesdel trasplantehepáticose asociaa la ausenciade

infecciónpor el virus Ci despuésdel trasplante,lo cual indicaun posiblepapel protectorde

los anticuerposanti-E2en estospacientes(151).
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Objetivos

Como ha quedadoexpuesto,el virus C poseeuna mayor heterogeneidadgenética

queel virus Ci en las regionesgenómicasestudiadas.La complejidadde las cuasiespeciesdel

virus C, en suregión hipervariable,influye en la respuestaal tratamientoconLEN, y el IFN

modifica la poblaciónde cuasiespeciestanto del virus C comodel virus Ci, demostradoen

las regioneshipervariabley NS5A en el virus C y en la región E2 en el virus Ci. Sin

embargo,no seconocela poblaciónde las cuasiespeciesde otrasregionesde los virus C y

&, ni su dinámicaen relaciónconel tratamientoen situaciónde coinfección.

Por estosmotivosseha realizadoesteestudio,conlos siguientesobjetivos:

1. Estudiaranivel basalla complejidadgenéticade las cuasiespeciesen la regiónN53 de los

virus C y Ci en pacientescoinfectadosy compararla.

2. Valorarla influenciadel FN sobrelas cuasiespeciesde N53 de ambosvirus en pacientes

coinfectados.

3. Compararbasalmentela diversidadde las cuasiespeciesde las regiones5‘UTR y N53 en

los pacientescoinfectadospor losvirus C y Ci.

4. Estudiarla influenciadel LEN sobrela diversidadgenéticade dichasregionesde los virus

C y Ci encoinfección.
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Material y métodos

m. 1. Pacientes

Se han estudiadoretrospectivamentelas muestrasde suero de 161 pacientes,con

hepatopatíacrónica por virus C demostradamediantebiopsiahepática,presenciade anti-

VHC en sueroy evidenciade replicaciónviral con RNA positivopor PCR.En la tabla1 se

sumarizanlas característicasbasalesde estos161 pacientes.

Todoslos pacientesrecibierontratamientocon Interferona en distintos regimenes

en cuantoa dosisy duración,variandoentre3 y 6 MU/ni2 de superficiecorporal3 díasen

semanay entre 6 y 12 meses(68 y 93 pacientesrespectivamente).Los pacientesfUeron

evaluadoscadadossemanasduranteel primer mesde tratamiento,y despuéscadacuatro

semanasdurantelos restantesmesesde tratamientoy los seis mesesde seguimientotras

completarel tratamiento.Antes de comenzarel tratamiento(basalmente)y en cadauna de

las revisionesdurante los periodos de tratamiento y seguimiento, se practicaronlas

siguientesexploraciones:examenclínico y exploraciónfisica, hemogramay bioquímica

completaincluyendoenzimashepáticas.

Basalmente,al finalizar el tratamientoy al 60 mes de seguimientose obtuvieron

muestrasde suero, que secongelaroninmediatamentea -7mC hastasu utilización, para

determinacióndel RNA VHC mediantePCR. Se evaluó la respuestaal tratamientocomo:

respuestabioquímicacuandola ALT eranormal ((45 IJI/L) al finalizar el tratamiento;

respuesta‘virológica si el RNA VHC eranegativoal concluir el tratamiento;respuesta

coinpletacuandoel nivel de ALT eranormal y el RNA VHC erannegativoal finalizar el

tratamiento,y respuestamantenidasi los nivelesde ALT semanteníandentrode los
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Tabla1. Característicasbasalesde los pacientes

N0 depacientes

Edad (años*)

Sexo(hombres/mujeres)

GPTbasal(UI/l *)

Histología:

- Hepatitiscrónicaportal

- Hepatitiscrónicaperiportal

- Cirrosishepática

161

45 ±14

65/96

293 ±137

(rango18 -68)

22(13%)

83 (52%)

56 (35%)

* Datosexpresadoscomomedia±estandardela media

4’
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valoresnormales al finalizar las 24 semanasdel periodo de seguimiento despuésdel

tratamientoy no sedetectabaviremiaC. La recaídao recidivasedefinió comola elevación

de los valoresde ALT duranteel periodode seguimientoy presenciade VHC en suero,en

aquellospacientesquehabíanpresentadounarespuestacompletaal tratamiento.

Retrospectivamente,en los suerosde los 161 pacientesse determinóel RNA del

virus Ci mediantePCRen la muestrabasal,y, en aquellosque fUe positivo, se evaluóla

presenciadel RNA vial al final del tratamientoy al 60 mes de seguimiento.En algunos

casosde coinfecciónsedeterminóel genotipodel virus C y serealizóla cuantificaciónde la

viremiaC cuandofue posible.

El estudiodelas secuenciasgenómicas5 ‘UTR y N53 paraanálisisy comparaciónde

la complejidad y diversidad de las cuasiespeciesvirales únicamentese realizó en los

pacientesno respondedoresal tratamientoo en los que presentaronrecidiva duranteel

periodode seguimientoy ademásel virus Ci erapositivo en las muestraspostratamiento,es

decir, en los que eraposibledetectarsimultáneamenteambosvirus en sueromediantePCR

al final del tratamientoo al finalizar el seguimiento.Los pacientesque reunieronestas

condicionesfrieron, por tanto,incluidosen el grupode estudio,quedenominamosgrupo 1,

mientras que aquellospacientescoinfectadospor los virus C y Ci que no presentaban

positividad simultáneade ambosvirus en las muestraspostrataniientose denominaron

grupo2.
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III. 2. Métodos

LII. 2. 1. Métodosde laboratorio

Determinadoneshematoiógicas

Parael recuentode hematíes,leucocitosy plaquetas,asícomo parala cuantificación

de hemoglobinay fórmulaleucocitaria,se utilizó el autoanalizadorCoulter-counter,modelo

S-plus.

Determinacionesbioquímicas

La determinaciónde los parámetrosde bioquímica hepáticay elementalse realizó

mediantemétodosestándard(Smac20, TechniconIntrumentCorporation,NY, USA).

Determinacióndeanticuerposunti- VHC

Parala detecciónde anticuerposanti-VHC se utilizó un inmunoensayode segunda

generación(ELISA 2, Ortho Diagnostic System, Inc., Raritan, NJ, USA) frente a los

antígenosc33-C y c22-3.El test se considerópositivo si la densidadópticade la muestra

era la del control negativo+ 0.400. Las muestrascon resultadopositivo parael método

anterior se confirmaron mediante la técnica de segunda generaciónde inmunoblot

recombinante(RIBA 2, Ortho DiagnosticSystem,Inc., Raritan,NJ, USA), queincorporan

los péptidosclOO-3, 5-1-1, c22-3y c33-C.
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LIII. 2.2. Métodosdebiologíamolecular

AislamientodelRNA VHCy VHG

Paraextraer RNA total de unamuestrade 250 ~ilde suero se utilizó el reactivo

Trizol LS (GIBCO BRL, NY, USA), seguidode la precipitaciónconisopropanol.

Cuantificación delRNA VHC

La cuantificaciónde la viremiaVHC serealizómediantela técnica“Amplicor HCV-

Monitor test” (RocheDiagnosticsSystems,F. Hoffinann-La Roche,Rasel,Switzerland),

sistemade PCRque incluye unacuantificacióninternaestándardque se coamplificacon el

blancoparamonitorizarla eficaciade la reacciónde amplificación.La técnicasebasaenuna

única transcripciónreversacombinadaconuna reacciónde amplificacióndel RNA VHC

presenteen las muestras(100 1d) usandola enzimarTth DNA polimerasa.Despuésde la

amplificación, los productosse diluyen de forma seriadaa 1:5, 1:25, 1:125, 1:625, y se

hibridan paralelamentecon los pocillos específicosde VHC (KY 150) y con otros pocillos

que contienenInternal QuantitationStandard(IQS), queesunamoléculasintéticade RNA

que presentasitios de unión de primers idénticosa los del VHC, y unaúnica y específica

secuenciasonda para esta molécula, Los resultadosse expresancomo unidades de

absorbancia(A.4501..111). La mayor dilución que da un A50 entre 0.5 y 2 en placa de

micropocillos KY 150, y la mayor dilución queda un A450 entre0.5 y 2 en la placade

micropodillos IQS son seleccionadasy, la detecciónen un lector de placade micropocillos

permitesu conversiónen copias/mlde RNA VHC medianteun programainformático.
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Determinaciónde los genotiposdcl virus C

El genotipaje se realizó mediante INNO-LIPA HCV II (InnogeneticsN.y.,

Zwijndrecht,Bélgica), testbasadoen las variacionesencontradasen la región5 ‘UTR de los

diferentesVHC quepermitela determinaciónde los 6 principalestipos de VHC. Constade

unassondasespecificasde tipo quepor la acciónde unadeoxinucleotidiltransferasaacaban

en unacola de poli (T), unidasamembranasde nitrocelulosa.En primerlugar serealizala

amplificación de la región 5 ‘UTR, incorporandoun grupo biotina medianteun primer

5 ‘biotiilado, y el productomarcadosehibridará reversiblementecon unasondade la tira

que dé unaparejade secuenciasperfecta,permitiendounaestrechadiscriminacióndel tipo

viral. Tras la hibridación,seañadeestreptavidinamarcadaconfosfatasaalcalina,queseune

a cualquierade los híbridosbiotinilados. La incubacióncon cromógenoBCLPINBT da un

precipitadode color moradoa marrón,y la apariciónde unalínea de estecolor indica, por

lo tanto, que hay un perfecto aparejaniientoentre la sonda y los productosde PCR

biotinilados.El INNO-LIPA HCV II incluye unagráfica de interpretación,y utilizando ésta

sededuceel genotiporecogiendolos númerosde las lineaspositivas;la tira de ITNNO-LIPA

contieneunalínea de control de la pruebay 20 líneasparalelasde sondade DNA. La línea

de control conjugadaesun controlparala reacciónde coloración,y la línea de control de

amplificacióncontiene sondasuniversalesque se hibridan con productosamplificadosde

cualquiertipo de VHC. La reactividadde un fragmentoamplificado conunao máslíneasde

la tira permiteun fácil reconocimientodel genotipodel VHC.
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Amplificación delas regiones5’UTR y N53 del RNA VRC y VHG

El RNA precipitadose resuspendióen 20 pi de aguadestiladay se utilizó una

alicuota de 5 pi parala amplificaciónde las regiones5 ‘UTR y N53 de los virus C y Ci,

mediantetranscripcióninversa a DNA complementario(RT-PCR). Las secuenciasy la

posiciónde los primersen cadaRT-PCRsemuestranen la tablaII.

En el casodel virus O, la amplificaciónde estasregionesgenómicasserealizó según

la técnica descrita por Madejón y cols. (152), utilizando unos primers externos

antigenómicos(Al y AMS3 paralas regiones5‘UTR y NS3 respectivamente)parainiciar la

síntesisdel DNA complementario(cDNA). Posteriormente,despuésde un primer pasode

desnaturalizacióndel RNA (5 minutosa 950C), se añadióla transcriptasareversadel virus

dela mieloblastosisaviar (AMY-RT; Promegacorporation,Madison,WI) y sellevó acabo

la transcripciónreversaa 420C durante30 minutos, inactivando,finalmente,la AMV-RT

por calora 950C. Seguidamentese añadieronlos primer externosgenómicos(Sí y AMSl

para la 5 ‘UTR y N53 respectivamente)y se realizó la PCR con un primer paso de

desnaturalizacióna 940C durante1 minuto, seguidode un pasointermediode alineamiento

de primers a 500C un minuto y, finalmente, la elongación a 720C duranteun minuto,

procesoqueserepitió en 35 ciclos, conunpasofinal de elongaciónde 7 minutosa720C.

La 2 PCR se realizó en las mismascondiciones,utilizando el 10% del producto de la

primeraPCRy añadiendosimultáneamentelos primersinternos(A2 y S2 paraamplificar la

región5 ‘UTR y AMS2 y AMS4 paraN53).

Con respectoa la región 5 ‘U’1’R del virus C, se transcribió en reverso a cDNA

utilizando 15 unidadesde AMY-RT utilizando el primer 2, antigenómico;antesde realizar

laPCRnested,lamuestrade cDNA sesometióacalor(950C)durante45 minutospara
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TablaII. Secuenciade los nucleótidosy posiciónde los primersutilizadosen la
amplificaciónde los virus C y Ci

Secuenciade Nucleátidos Posición

5’UTR

VHG

Primersexternos Sí CACTGGGTGCAAGCCCCCAGAA 13-33

Al CACTGGTCCIITGTCAACTCGC 358-378

Prímersinternos S2 CGACGCCTACTGAAGTAGACG 36-56

Al GTACGCCTA1TGGTCAAGAGA 336-356

VHC

Prímersexternos GGCGACACTCCACCATAGATC 9-29

2 CATGGTGCACGGTCTACGAGA 315-335

Pr)ínersinternos 3 CTGTGAGGAACTACTGTCTI? 36-55

4 CTCGCAAGCACCCTATCAGG 283-302

NS3

VHG

Primersexternos AMS’ GCTCGCCTATGACTCAGCATC 41944214

AMS3 GTCACCTCAACGACCTCCTCC 45044524

Primersinternos AMS2 GAGACAAAGCTGGACG1TGGT 42264246

AMS4 CAACCCACAGTCGGTGACAGA 44784498

VHC

Pñmersexternos Cl TC1TGGGCATCGGCACAGTCC 43094329

C2 GTCACAAACCTGTAGATGCCT 48204840

Prímersinternos C3 GTCCTGGACCAAGCGGAGAC 43264345

C4 GTCTCAATGGTGAAGGTGGG 47344753
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inactivarla transcriptasainversa. Posteriormentese realizó la primera PCR incluyendo el

cDNA total así como el primers externo genómico correspondiente(ver tabla),

amplificandoseen un termocicladora940C durante0.6 minutos,a 560C durante0.7 minutos

y a 680C durante3 minutos,en un total de 25 ciclos. Del productoamplificadose tomaron

10 pi parallevar a cabola segundaPCR,en las mismascondicionesquela primeraPCR

pero en 35 ciclos, utilizando los primers internos 3 y 4 (genómico y antigenómico

respectivamente).

Paraamplificar la regiónNS3 del VHC serealizó la transcripcióninversausando15

unidadesde AMV-RT y el primer externo antigenómico(C2), sometiendodespuésla

muestraa 450C durante45 minutos.La primeraPCR se realizó con la mezclade cDNA

total, añadiendoel correspondienteprimer externo genómico (Cl), a 940C durante2

minutos,a 940C durante1 minuto, a 500C duranteun minuto y a680C un minuto, durante

35 ciclos, al final de los cuales se incluyó una incubaciónprolongadaa 680C durante7

minutos. La segundaPCRsellevó a caboutilizando 10 isl del productodela primeraPCR,

en las mismascondicionesque laPCRinicial, añadiendolos primersinternos(C3 y C4).

Los fragmentosamplificadosse visualizaronen un gel de agarosaal 1 .5% mediante

luzultravioleta.

Para evitar resultadosfalsospositivosseemplearonlas medidasde prevenciónde

contaminacióndescritaspor Kwork e Higuchi (153); se incluyeron controles negativos

adecuadosen cadaPCRy cadamuestra fue examinadapor duplicado en experimentos

independientes,siendola concordanciaobtenidadel 100%en todoslos casos.
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Análisis del polimorfismo conformacionalde cadenasimple de DNA (Single-

strandconformationpolymorphism,SSCP)

El cDNAs de la región genómicaN53 de los virus C y Ci seobtuvomedianteRT-

PCR,comosehadescritopreviamente,de las muestrasbasaly de seguimientoen aquellos

pacientesque presentabanpositividad para ambosvirus en dichas determinaciones.La

siguientePCRse realizó en presenciade 0.2 ¡sCi de 32P-ATP (actividad específica:3000

Ci/mmol, Amershani/USB,Buckinghamshire,13K). Un pi del producto de la PCR se

mezclócon 9 jil de buifer compuestopor formaniida al 95%, 20 mM deEDTA y 0.1%de

cianol xileno, introduciendo posteriormentela mezla en un gel de poliacrilamida no

desnaturalizante(Mutation detection enhancementgel (MIDE gel), FMC Bioproducts,

Rockland,ME). La electroforesisse realizó durantela noche,a 6W y 200C, y, finalmente,

seautoradiograflóel gel.

Como control se amplificó y corrió en un gel de electroforesis0.1 pg de los

plásmidospCNS3y pONS3,quecontienenel productoamplificadodela primeraPCRde la

regiónN53 de los virus C y Ci, respectivamente,donadoen el PCR®II-TOPO (TOPO

TA Cloning®, Invitrogen,Calsbad,CA).

Análisis de lassecuenciasamplificadas

Los productosdePCRcorrespondientesala amplificaciónde las regiones5 ‘UTR y

NS3 de los genomasde los virus C y O seextrajerondel gel de agarosaal 1.5%utilizando

el QIA quick Ciel Extractionkit (Qiagen,Hilden, Germany)y sesecuenciarondirectamente

utilizando un secuenciadorautomáticoALF (PharmaciaBiotechAB, Uppsala,Sweden).El

alineamientodela secuenciade nucleótidosserealizó utilizandoel programaCLUSTAL X,

version1.6.
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111.3. Análisis estadístico

El análisis estadísticose realizó con el programaSPSSversión 6.0, utilizando

pruebasno paramétricasdadoel tamañomuestralde los grupos.El test de Mann-Whitney

seutilizó cuandolas variablesfUeron cualitativas,asi como el test de Chi-cuadradoo la

pruebade Tau-bde Kendall si las variableseranordinales,y el testdeWilconxonseempleó

parael estudiode muestrasapareadas.El porcentajede divergenciade las secuenciasse

comparómedianteel programaGENSTAT para windows, versión 5.3, Los resultadosse

consideraronestadísticamentesignificativoscuandola p fUe inferior a 0.05.
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Resultados

El RNA del virus Ci sedetectóen el suerobasalde 15 (9.3%)de los 161 pacientes

estudiados,10 hombresy 5 mujeres,con edadescomprendidasentre 18 y 64 años(media:

40.2±13.2).La dosisde FN y la duracióndel tratamientoque recibieronestospacientesse

muestranen la tablaIII.

IV. 1. Respuestaal tratamientode los virus C y G en los pacientescoinfectados

De los 15 pacientescoinfectadospor los virus C y Ci, 7 (46.6%)respondieronal

tratamiento con respecto al virus C, negativizandoademásel virus Ci y, de ellos, 4

manteníanla respuestaal completarel períodode seguimiento(el virus Ci reaparecióen 3),

mientras que recidivaron los 3 casosrestantes.8 pacientes(53.3%) no negativizaronel

RNA VHC al final del tratamiento y, junto con los 3 pacientesque recidivaron se

consideraroncomono respondedores(11/15, 73.3%),

A] finalizar el seguimiento,7 de los 11 pacientesno respondedoreseranpositivos

para el virus Ci: 4 de ellos al final del tratamiento y los otros 3 consiguieron la

negativizacióndel virus Ci al final del tratamientopero fUe positivo en la muestra de

seguimiento(figura 2).

Por lo tanto, hubo 7 (46.6%) pacientesen los que fUe posible la detección

simultáneade los virus C y Ci en las muestrasséricasobtenidasal final del tratamientoo

bienal 6~ mesde seguimiento,esdecir, cumplíanlos criteriosparaser incluidosen el grupo

de estudioo grupo 1. 8/15 pacientesno reuníanlas condicionesexigidas puestoque no

estabanpresentesambosvirus en las muestraspostratamiento y se consideraroncomo

grupo2.
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Tabla111. Pautasde tratamientocon LFN en los pacientescoinfectados

N0 Paciente Tipo de IFN Dosis
(MU)

Frecuencia Duración(meses)

Alfa 2a

Alfa 2a

Alfa 2a

Linfoblastoide

Linfoblastoide

Linfoblastoide

Alfa 2b

Linfoblastoide

Alfa 2b

Alfa 2b

Alfa 2b

Alfa 2b

Linfoblastoide

Linfoblastoide

Linfoblastoide

6 L-X-V

6 L-X-V

6 L-X-V

5 L-X-V

5 L-X-V

5 L-X-V

3 L-X-V

6 L-X-V

5 L-X-V

5 L-X-V

5 L-X-V

5 L-X-V

6 L-X-V

6 L-X-V

6 L-X-V

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

12

12

6

6

6

6

6

12

6

6

6

6

12

12

6
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Figura2. Respuestade los virus C y Ci al tratamientoen los pacientescoinfectados

53



Resu!tados

IV.2. Comparaciónde las característicasde pacientescoinfectadossegúnla respuesta

de los virus C y G

De los 7 pacientescoinfectadospor los virus C y Ci postratamiento(grupo 1), 4

(57.1%)eranhombresy 3 (42.8%)eranmujeres,conunaedadmediade 45.2±12.5(rango:

24-64).No hubodiferenciacon respectoal grupo2 en cuantoal sexo(6 (75%)hombresy 2

(25%) mujeres, p=O.4O5), aunque en este grupo hubo un claro predominio del sexo

masculino,ni en relacióna la edad,ya queen el grupo 2 la edadmediafUe de 35 8+13 10

años inferior a la del grupo 1, pero la diferenciano fue estadísticamentesignificativa

(p=0.132).

Con respectoa la epidemiologíade la infección viral, en el grupo 1 los factoresde

riesgoparael contagiode la infecciónfUeron(figura 3): la transfusiónde hemoderivadosen

2 casos,el usode drogasporvíaparenteralen 1 pacientey no se demostróningúnfactorde

riesgoconocidoen los 4 restantes.Los factoresde riesgodel grupo2 fUeron: la transfusión

en 3 casos,la administraciónde drogaspor vía parenteralen otros 3 y desconocidoen 2

pacientes.No seencontródiferenciasignificativaentre los 2 gruposcon respectoal factor

de riesgo(p=O.4O5).

El tiempo medio de evolución de la hepatopatíadel 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 estadisticamentesignificativa

(p=O.6O2).
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La pauta de tratamientofue similar en los 2 grupos, tanto en dosis como en

duración: sólo hubo un pacientede grupo 2 que recibió un dosismenor, 3 MU., frente al

restoque recibieron5 ó 6 MU., y en 2/7 y 3/8, respectivamente,el tratamientotuvo una

duraciónde 12 meses,mientrasqueen loscasosrestantesfue de 6 meses.

A nivel analítico, los valoresde ALT de los 2 gruposdeterminadosbasalmente,al

final del tratamientoy al 60 mesde seguimientoaparecenen lastablaIV y y.

Se comparóel valor de ALT basalde los dosgrupos(grupo 1 116 7±64.6¡M/l,

grupo 2: 128.8±82.5UI/l), sin encontrardiferenciasignificativa (p=O 867), y lo mismo

ocurrió cuandose comparóla cifra de ALT al final del tratamiento(grupo 1: 74.1±50.2

131/1; grupo2: 44.7±29.2UI/l) (p=O.121).

En ambosgruposseaprecióun considerabledescensoen el valor medio de ALT,

que fue más acusadoen el 20 grupo, aunque la diferencia no alcanzó la significación

estadística;al 60 mes de seguimientoaumentóel valor medio de ALT en los 2 grupos,

aunque de forma más importante en el primero con respecto al segundo (grupo 1:

155.5±153.4131/1; grupo 2: 73.1±110.6131/1), y esta diferencia fue estadisticamente

significativa(pcO.Ol) (figura 4).

En cuanto a la respuestabioquímica, en el grupo 1 se alcanzó en dos pacientes

(28.6%), siendo unarespuestacompletaen uno de ellos que negativizótambiénel VHCi,

peroal final del seguimientose observórecaídabioquímicaen amboscasos.No obstante,la

elevaciónde ALT (57 y 96 UI./l respectivamente)no alcanzólos valoresbasalesde estos

pacientes(65 y 170 UI/l respectivamente).
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TablaIV. Valores

Paciente

1

2

3

4

5

6

7

de ALT de los pacientes

ALT basal

75

241

86

90

90

65

170

del grupo 1

ALT fin tto

49

75

61

186

73

42

36

ALT seguimiento

66

487

83

101

199

57

96

Cifra de ALT expresadaen131/1

Tto: tratamiento

TablaV. Valores

Paciente

1

2

3

4

5

6

7

8

de ALT de los pacientes

ALT basal

252

100

113

268

87

74

75

62

del grupo 2

ALT fin tto

39

86

31

20

40

13

93

36

ALT seguimiento

343

52

36

13

12

18

53
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En el grupo 2, 6/8 pacientes(75%) tuvieronuna respuestacompletaal final del

tratamiento,negativizandoademásel virus Ci. En el seguimiento,2 pacientesrecidivaron,

permaneciendonegativosparael virus Ci, mientrasque4 pacientesmantuvieronla respuesta

completay en 3 de ellos reaparecióel virus Ci (tablasVI y VII).

Solamentesepudocuantificarla viremiabasalen 9/15 pacientes,5 pertenecientesal

grupo 1 y 4 al grupo 2. En el restode los casosno se dispusode material suficientepara

realizaresteanálisis.En el grupo1 la cargaviral mediafue 3,8x105±5.7x105copias/mi,con

un rango de 1.1x103 a 1 ,3x106 copias/mi; en el grupo 2 la viremia mediafue menor, de

3.7x104±6.3x104copias/ml (rango: 1.7x103-5x10’ copias/mi), pero la diferenciano fue

estadísticamentesignificativa(p=O.624).

En estosmismospacientessedeterminóel genotipo,que fue lb en todoslos casos.

Enrelaciónala lesiónhistológicahepática(figura 5), en el grupo 1 hubo 5 pacientes

que presentaronuna hepatitis crónica periportal, 1 caso mostró una cirrosis y en otro

pacienteel diagnósticofue una hepatitiscrónica portal. En el grupo 2 presentaronuna

hepatitiscrónicaperiportal7 pacientesy unacirrosisel casorestante.

La comparaciónentrelos diagnósticoshistológicosde ambosgruposno demostró

una diferencia estadísticamentesignificativa (p=O.529). Se analizó el IAH (índice de

actividadhistológica)de ambosgrupos,que resultó considerablementeinferior en el grupo

2, conunamediade 5 8+1 2 con respectoal grupo 1, cuya mediafUe de 7±2.9,pero la

diferenciano alcanzósignificaciónestadistica(p=O.l75).
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TablaVI. Respuestabioquímicadel grupo 1

Paciente ALTfln RNA-Cfin RNA-Gfin ALTseg RNA-Cseg RATA-Gseg

7

7

42 + + 57 + +

36 - - 96 + +

fin: final de tratamiento
seg:seguimiento

TablaVII. Respuestabioquímicadel grupo2

Paciente ALTfln RNA-Clin RNA-Gfln ALTseg RNA-Cseg RNA-Gseg

8

8

8

8

8

8

39 - - 343 +

31 - - 36 - +

20 - - 13 - +

40 - - 12 - +

13 - - 18

36 - - 58 + -
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Posteriormentese compararonde forma independientelos gradosde inflamación

periportal (grupo 1: 2.1±1.2;grupo2: 1.7±0.4),portal (grupo 1: 2.7±0.9;grupo 2: 2.3±0.9)

y lobulillar (grupo 1: 2 1+<) 9~ grupo2: 1.7±0.8),y no se encontródiferenciasignificativa

entre ambos grupos (p=O.2S13, p=O.13’76 y p=0.558, respectivamente).Asimismo, se

comparóel estadiode fibrosis de los 2 gruposy tampocoexistió diferenciasignificativa

(grupo 1: 2.5±1.1;grupo 2:1.8±1.1,p=O.152). En las tablas VIII y IX semuestranlos

diagnósticoshistológicosporpacienteen los respectivosgrupos

Trasfinalizar el periodode seguimientoposterapia,serealizóunabiopsiahepáticaa

9 de los 15 pacientescoinfectados,4 pacientesde grupo1 y 5 del grupo2, y se comparóel

resultadohistológico con el obtenido previamenteal tratamiento.En las tablas X y XI

aparecenlos diagnósticoshistológicosde lasbiopsiasfinales.

En 2 pacientes(50%) del grupo1 (casos2 y 3) se observóunamejoría histológica

que consistió en una menor puntuación tanto del IAH (de 8 a 3 y de 12 a 11,

respectivamente)como del estadio(de 2 a 1 y de 4 a 3, respectivamente),mientrasqueen

los otros2 casos( 6 y 7) aumentóel IAH ( de 7 a8 y de 2 a4, respectivamente)sin variar

el estadio.Estosúltimos pacientespresentaronrespuestabioquímicacon recidiva posterior

(en uno de ellos la respuestafue completa),sinexistir respuestaen los 2 primeroscasos.

En el grupo 2 la lesión histológicaregresóde forma considerableen 3 pacientes

(casos4, 5 y 6), evolucionandodesdeuna hepatitisperiportala una portal en 2 casosy a

unacuraciónhistológicaenel casorestante;en el paciente3 disminuyóel IAH, de 8 a 3, sin

modificarseel diagnósticoni el estadioy en el último casose observóun aumentodel IAH,

de 4 a 5, con reduccióndel estadio,de 2 a 1. Los 4 (80%) pacientesque presentaronuna
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regresiónde la lesión histológicaeranrespondedoresal tratamiento,de forma mantenida,

mientrasquefue no respondedorel únicopacienteen el que la histologíano mejoró.

Por lo tanto, globalmentela histología evolucionó de forma favorable tras el

tratamiento,pero la mejoríafue másacusadaen el grupo 2 coincidiendoconla respuesta

completamantenidaal tratamiento.
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Tabla VIII. Diagnósticoshistológicosde las biopsiasbasalesdel grupo 1

Diagnóstico I.A.H. Inflamación Inflamación Inflamación
Paciente Portal Periportal lobulillar

Estadio

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
con puentes

3

5 HCPeriportal 7 3 2 2
conpuentes

3

6 HCPeriportal 7 3 2 2 2

7 HCPortal 2 1 0 1 1

HC: Hepatitiscrónica;I.A,H.: Indicede actividadhistológica

TablaLX. Diagnósticoshistológicosde lasbiopsiasbasalesdel grupo2

Diagnóstico I.A.H. Inflamación Inflamación Inflamación
Paciente Portal ~j~oflal lobuliliar

1 HCPeriportal 6 3 1 2

Estadio

1

2 Cirrosis 6 2 2 2 4

3 HCPenportal 8 4 2 2
conpuentes

3

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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TablaX. Diagnósticoshistológicosde lasbiopsiasfinalesdel grupo 1

N0Paciente Diagnóstico I.A.H. Inflamación Inflamación Inflamación
Portal Periportal lobulillar

Estadio

2 HCPenportal 3 1 1 1 1

3 HCPeriportal 11 4 4 3
con puentes

3

6 HCPeriportal 8 3 3 2 2

7 HCPortal 4 3 0 1 1

HC: Hepatitiscrónica;I.A.H.: Indicede actividadhistológica

Tabla XI. Diagnósticoshistológicosde las biopsiasfinalesdel grupo 2

N0Paciente Diagnóstico I.A.H. Inflamación Inflamación Inflamación
Portal Periportal lobulillar

Estadio

3 HCPeriportal 3 2 0 1
con puentes

3

4 HCPortal 2 1 0 1 1

5 HCPortal 2 1 0 1 0

6 Parenquima sin O O O O
alteraciones

O

7 HCPeriportal 5 1 1 3 1
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IN.3. SSCPde la region NS3 de los virus C y G

Virus C (figura 6)

El análisis realizado en la muestrabasal de los 7 pacientescoinfectadospre y

postratamientomostróun n0 mediode bandasde 4.4±1.3(rango:2-6 bandas),mientrasque

en las muestrasobtenidashastacompletarel seguimientoel n0 mediofue de 3.3±1.4bandas

(rango:2-5 bandas),aunqueestedescensoen el n0 de bandasconrespectoal n0 basalno fue

estadísticamentesignificativo (p=O.O6). En cuatro pacientes(57.1%) disminuyó el n0 de

bandas,en ningúnpacienteaumentóy en 3 casos(42.9%)no semodificó dichonúmero.

En los pacientesque presentaronrespuestabioquímicaal final del tratamiento,el n0

basalde bandasfue de 5 y 6, respectivamente,similar al n0 medio de bandasde los pacientes

queno respondieron,con 4,0±1.2bandas;tambiénfue similar en las muestrasposterapia,

con un n0 de 2 y 5 bandas,respectivamente,en los 2 respondedoresy un n0 medio de

3.2±1.3bandasen los casosen queno hubo respuesta.
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Virus G (figura 7)

No se observódiferenciaen el n0 de bandasdel SSCPentrelas muestrasbasales

(4±1.9bandas;rango: 2-7 bandas)y las muestrasfinales (4.4±2.3bandas; rango: 2-8

bandas)(p=O.’7l5). En 3 pacientes(42.9%)fue superiorel n0 de bandasen la muestrafinal,

habiendonegativizado el virus dos de ellos, con recidiva posterior, mientrasque en 3

(42.9%)casosno se modificó el n0 de bandasy sóloenun caso(14.2%)fue menor.

En los 2 casosquerespondieronbioquimicamenteel n0 de bandasfue de 4, similar al

n0 medio de los 5 pacientesno respondedores,4±2.3bandas y en las muestrasde

seguimientoel n0 de bandasfue de 4 y 8, respectivamente,en los casosen los quehubo

respuesta,y de 3.8±2.1bandasen los que no la hubo. Como puedeobservarseen estosdos

pacientes,el nt de bandasdel virus 9 aumentóenun casoy no semodificó en el otro.

Comparaciónvirus C-virus G

No seencontródiferenciaestadísticamentesignificativaal compararel n0 de bandas

de ambosvirus en las muestrasbasalesde los ‘7 pacientes(4,4±1.3VHC frente a4±1.9

VHCi, p=0.352),ni al realizarestamismacomparaciónen las muestrasobtenidasposterapia

(3.3±1.4VHCfrentea4.4±2.3VHCi,p=0177).

Al analizarel n0 de bandasbasaldel SPSSen los 2 virus no se encontrórelación

entreel n0 de bandasy lavía de contagiode la infección,y comprobamosque estenúmero

no aumentabacon la edaddel paciente,con el tiempode evoluciónde la enfermedadni con
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la severidadde la lesiónhistológica.En estesentido,tampocohuborelaciónentreel cambio

del n0 de bandaspostratamientoen los dosvirus y la evoluciónhistológicaobservadaen los

casosque sebiopsiaronpostratamiento;así, la regresiónhistológica(2 casos)se acompafló

de una reduccióndel n0 de bandasdel SPSSdel virus C, y de aumentoen 1 casoy de

ausenciade variaciónen el otro para el virus Ci, y la progresiónhistológicaocurrió en 2

pacientesen los que disminuyóel n0 de bandasdel virus C y en el virus Ci aumentaronen un

casosin modificarseen el otro.

Por otra parte, se observóque las variacionesque aparecíanen el SPSStras el

tratamientono ocurríanparalelamenteen ambosvirus, sino de formaindependiente,ya que

los cambiosen el n0 de bandasde uno de ellosno seacompañabadel mismo cambio en el

otro virus, sinoqueunasvecesla cifra no sufríamodificacionesy otrasseproducíael efecto

contrario al ocurrido en el primero. Así, en los pacientesque presentaronrespuesta

bioquímica,el n0 de bandasdel virus C disminuyó,mientrasque aumentaronlas bandasdel

virus Ci en un casosin modificarseen el otro.
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IV.4. Divergenciade las secuencias5’UTR y NS3 de los virus C y G

La secuenciacióndirectade los productosde PCR de las regiones5’UTR y N53,

tanto a nivel basalcomo tras tratamiento,mostróque la divergenciade las secuenciasera

estadísticamentesuperioren el virus Ci queen el virus C (p<ZO.Ol) (tablaXII).

El porcentajede divergenciade las secuenciasno se relacionócon características

como la edad,el sexo,el tiempode evoluciónni con la severidaddela lesiónhistológica.

Por último, cuandose compararonlas secuenciasbasalesy finales de las 2 regiones

en cadavirus no seencontrarondiferenciassignificativas.
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Tabla XII. Comparación de la divergencia de las secuencias5 ‘UTR/N53

5 ‘UTR

VHC VHG

4.1±1.1(rango:3-6%)

4.6±0.8(rango:3-6%)

8.9±1.8(rango:6-12%)

7.6±1.9(rango:5-12%)

NS3

VHC

10.6±2.3(rango:6-15%)

10. 1±2.2(rango:7-13%)

VHG

21.9±5(rango: 10-32%)

20±4.9(rango:7-24%)

Basal

Final

Basal

Final
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Discusión

La heterogenicidadgenéticadel virus C esuno de los factoresquepuedencontribuir

a la cronificaciónde la infeccióny a la escasarespuestaal tratamientoantiviral (FN) en los

pacientescon hepatitisC; así, Le Guen (154) en su estudioencuentracorrelaciónentrela

complejidadde las cuasiespeciesy la respuestaal tratamiento,y Pawlotsky(113) demuestra

quea mayordiversidadgenéticade laRuY del virus C, menoresla posibilidadde respuesta

completa mantenida al IFN. Además, el tratamiento con FN puede actuar sobre la

variabilidadgenéticade estaregión genómica,aumentándola(114), probablementeporque

el virus escapazdegenerarvariantesmutantesque“escapan”del control inmunológicodel

huéspedconduciendoaunafalta de respuestaal LEN.

En otrassecuenciasdel genomadel VHC, comoen la regiónNS5A, tambiénha sido

posible demostrarla inducciónde variacionesen la poblaciónde cuasiespeciespor el FN

(115), de forma que, tras la terapia,persistenaquellasvariantesvirales con una secuencia

determinadaentre los aminoácidos2209 y 2248, mientrasque aquelloscon un n0 de

sustituciones=4 son eliminados duranteel tratamiento. Pero existe discrepanciacon

respectoa estosresultadosy a su interpretación(118,119),por lo que parecenecesario

ampliar el conocimientosobre la variabilidad genéticadel virus C parapoder explicar su

patogeniay paraoptimizarla respuestaal tratamiento.

El virus Ci presentaunamayor conservaciónde sussecuenciasen comparacióncon

el virus C y carecede regiónhipervariable,aunquecircula como cuasiespeciesenun mismo

individuo; no obstante,hasta el momento es escasala información existente sobre su

variabilidadgenéticay el efectodelFN sobreella, estudiadaúnicamenteanivel de la región

E2 (136).
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La distribución genómicaen un individuo en forma de cuasiespeciesresulta,

probablemente,de complejasinteraccionesentreel huespedy la varianteviral infectante,

dotandoal virus de una significativaventajaque le permitesobreviviren un medio adverso,

ya que, antecualquiernuevacondiciónambiental,existeuna rápidaselecciónde aquellos

mutantesmáscapacitadosparasubsistir.La RHV del virus C esdondemásampliamenteha

sido estudiadoel fenómenode las cuasiespecies,y seha argumentadoquela selecciónde las

variantesvirales se producefundamentalmentepor una presión selectivaejercida por el

sistema inmune del huésped,puestoque esta región genómicaactúacomo diana de la

respuestahumoral,esdecir, de los anticuerposanti-VHC (113).

En general,esescasala informaciónexistenteen relacióna las cuasiespeciesde otras

regionesdel virus C (y másaúnrespectoal virus Ci), tanto sobresu aparicióncomo acerca

de la persistenciaen el huésped(sin poderestablecerunacorrelaciónclínicapor ello), y de

las posibles presiones selectivasa que son sometidas, especiaimentela presión del

tratamientocon LEN, y estoesasí porquehastapocotiempolos métodosdisponiblespara

estudio de las cuasiespecieseran tremendamentelaboriosos(requeríandel clonaje y la

secuenciación),de elevadocostey, en muchoscasos,de bajasensibilidad(33,38).

Un nuevo método estandarizado,sencillo, rápido, reproducible y con elevada

sensibilidad,el SSCP,ha facilitado el análisis de las cuasiespecies(155) y, actualmente,se

consideracomolamejortécnicaparaevaluarlas “variantesmayores”dentrode la población

de cuasiespecies,esdecir,la complejidadde las cuasiespecies(113).

Por ello el SSCP fue el método que utilizamos para estudiar la complejidad de

cuasiespeciesde los virus C yO sobrela regiónNS3,consideradacomounaregiónbastante

conservadaentre los diferentes aislados del virus C, y con una función relevante en la

regulación del ciclo vital del virus C, puesprocesala poliproteina a través de sus actividades
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serin-proteasay RNA-helicasa;por su acción específica,estasenzimasrepresentanuna

importantedianasobrela quepodríanactuarfuturostratamientosantivirales,interrupiendo

así el ciclo viral (21,26), y sería interesanteconocer las diferentes variantes virales

(cuasiespecies)de N53 que, segúnsu acciónreguladorasobreel ciclo viral podrían influir

en la persistenciaviral y en la respuestaal tratamiento.Por este motivo analizamosla

complejidadde cuasiespeciesde estaregiónde losvirus C y Ci en coinfección,basalmentey

trastratamientocon WN; además,mediantela secuenciaciónde los productosde PCR de

NS3 y de la región 5 ‘UTR, estudiamosla diversidadde cuasiespeciesde los 2 virus en

coinfección.

En este estudio un 9.3% de los pacientes con hepatitis crónica C estaban

coinfectadospor el virus Ci, porcentaje similar al descrito, pues la prevalenciade la

infección porel virus Cien los pacientesconhepatitisC sesitúaen el 6-19% (141).

Coincidiendo con otros estudios,la edad media de los pacientescoinfectados

(40.2±13.2años) fue inferior a la de los pacientescon infección aisladapor el virus C

(45±14años),hecho cuya significación no seconocey que para algunosautorespodría

indicar cómoconel tiempo se podríagenerarunarespuestainmunecompetentey conseguir

así la eliminaciónde virus Ci (142).

En relacióncon el virus C, la respuestacompletaal tratamientoseconsiguióen 8/15

pacientescoinfectados,un 53.3%,con recaídade 4/8 casos(50%), por lo que al final del

seguimientoalcanzaronla respuestamantenida4/15 pacientes(26.6%); estosresultados

concuerdanconlos datosdisponiblessobrela eficaciadel tratamientoconFN en pacientes
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portadoresde hepatitis crónica C (98,99), y confirman la ausenciade influencia de la

coinfecciónporel virus Cienla respuestaal JFN de estegrupode pacientes(146,156).

Con respectoal virus Ci, se consiguió la negativizacióndel RNA al final del

tratamientoen 11/15 pacientes(73.3%),peroen 6 deestos11 casos(54.6%)fue positivoal

60 mesde seguimiento,por lo que 5/15 pacientes(33.3%) permanecíannegativosparael

virus Ci al completarel periodode seguimiento.Igualmente,la respuestaal tratamientodel

virus Ci estáen relacióncon la obtenidaen estudiossimilares(147,157)y sedemuestraque

esindependientede la del virus C.

Del total de pacientescoinfectados,seseleccionaronaquellosno respondedoresque

persistíancoinfectadosal finalizar el seguimiento,paraestudiarla variabilidad genética,y no

hubo diferenciassignificativas respectoa los casosrestantesque pudieranexplicar la

diferenterespuestaal tratamientode los 2 grupos,en relacióna:

el sexo, aunqueen el grupo de pacientesno coinfectadospostratamientoexistía un

predominiomasculino,

la edad,que flie inferior en el grupono coinfectadoposterapia,y, aunquela diferenciano

fUe estadísticanientesignificativa, debetenerseen cuentasu influencia sobre la diferente

respuestaobservadaen estegrupo,confirmandoquela edadinferior esun factorpredictivo

de respuestafavorableal tratamiento(111,112),

a la vía de contagio,aunqueen el grupo de estudioel porcentajede advp fue inferior con

respectoal otrogrupo (figura3), y estaesla vía de contagioquese harelacionadocon una

mejor respuestaal tratamiento(111), factor que debemosconsiderarante la ausenciade

respuestaen estegrupodepacientesy la presenciade respuestaen el contrario,
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al tiempo de evolución de la enfermedad,que aunqueresultó superior en el grupo de

estudiono lo fue de formasignificativa,peroesotro delos factoresquepudo contribuir a la

no respuestaen estospacientes,

lacifra de ALT basal,

la cargaviral basalni el genotipoinfectante,y

la lesiónhistológicahepáticapretratanúento.

Por lo tanto, no hubo diferenciasentrelos dos gruposen los factorespredictivosde

respuesta,ni en lo que serefierea las característicasde los pacientesni en relacióncon los

factoresviralesquegeneralmenteseestudian,esdecir, la cargaviral y el genotipodel VHC.

Complejidaddelas cuasiespeciesdeNS3de los virus CyG a nivel basal

El análisis de las cuasiespeciesde la región NS3 medianteSSCP,a nivel basal,no

mostródiferenciassignificativasal compararel n0 de bandasdel virus C conel del virus Ci

(p=O.1352).La complejidadde las cuasiespeciesno guardórelación en uno ni en otro virus

conel factorde riesgoparaadquirir la infección,frentea los resultadosde Pawlotsky(113),

que tras analizar las cuasiespeciesde la RHV del virus C concluye que es mayor la

complejidadcuandola vía de contagioes la transfusiónque cuandoes la drogadicción,y

sugiereque es el tamañodel inóculo inicial el que puededar lugar a la mayor aparición

posteriorde cuasiespecies.

Además,y en relaciónconestemismoestudio,el n0 de bandasobtenidoen el SSCP

dela regiónNS3deambosvirus (virusC: 44+1 3 rango2-6; virus Ci: 4±1.9,rango2-7)es

inferior al queencuentranestosautoresen la región HVR del virus C (5.4±2,rango2-11),
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como era de esperar,ya que nosotroshemosestudiadouna región más conservaday

sometidaa unamenorpresióninmunológicaque la regiónHVR del virus C.

Por otra parte, y asintiendo con Pawlotsky, no hemos encontrado ninguna

asociaciónentreel n0 de variantesmayoresde las cuasiespeciesde NS3 en ambosvirus y

otrascaracterísticascomo la edad,el tiempo de evoluciónde lahepatopatia,el genotipodel

virus C, la cargaviral, etc.

Los datosobtenidosde esteprimer análisispermitenconcluir quela complejidadde

las cuasiespeciesde la regiónNS3 essimilar en losvirus C y Ci.

SegúnLamonaca(158), la región NS3 representaun epítopo inmunodominante

capazde estimularla proliferaciónde las célulasT (CD4), pudiendoserpresentadoa éstas

por diferentesmoléculasHLA de claseII. Dada su elevadaconservaciónentre los diferentes

aisladosdel virus C, estacapacidadhacede estaregiónun epítopoideal como componente

de una futura vacunabasadaen la respuestainmune celular. En este sentido, recientes

estudioshandemostradoque existendiferentespatronesproliferativosde las célulasT y de

la producciónde citoquinaspor las célulasCD4 antígeno-específicasen los pacientescon

infecciónagudaautolimitada(en los queestarespuestaesmásvigorosa)y en aquelloscon

infección crónicapor el virus C (en quienesla respuestade las célulasT es menoseficaz),

sugiriendoque la intensidadde la respuestade las células T en estadiosiniciales de la

infecciónviral puedeser críticaparacontrolar la replicaciónviral y contenerla infección

(159,160,161).

La infección por el virus C tiende a cronificar en un elevadoporcentajede casos,

frente a la escasatendenciadel virus Ci (120,122). Este estudio no ha demostrado
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diferenciasen la población de cuasiespeciesde N53 entreambosvirus, que, de existir,

podríangenerardiferentesepítoposcon distinta capacidadpara estimulara las células T

dando lugar, por tanto, a unadiferente eficacia en la respuestade éstas,y explicaría la

diferente cronologíade la infección por estosdos virus; no obstante,sería interesante

estudiarotros factores implicadosen la activacióndel sistemainmune celular que pueden

intervenir en la distinta evolución de la infección por los virus C y Ci, como son la

presentaciónde este antígeno a las células T por diferentesmoléculasFILA-II y la

antigenicidadde otrasregionesviralestambiénconservadas.

Complejidadde las cuasiespecies de NS3de los virusCy G alfinal del seguimiento

Las variantes mayores de las cuasiespeciesde NS3 no se modificaron

significativamentetras el tratamientocon FN, ni en el caso del virus C ni en el caso del

virus Ci, y tampocohubo diferenciasal compararestasvariantesfinales en los 2 virus. No

obstante,el n0 de bandasen el SSCPfue superior en el virus Ci, tanto con respectoal

resultadobasalcomo al compararlocon las muestrasfinalesdel virus C, lo cual iría a favor

de un aumentode la complejidadde cuasiespeciesde N53 del virus Ci postratamiento,

aunqueno de forma significativa,y quizádebidaaunamayor selecciónde variantesvirales

deestaregióngenómicaporel ¡FN.

La respuestabioquímica,observadaen doscasos,no estuvoen relaciónni con el n0

debandasinicial ni con el final, que fUe similar al de los no respondedores,y tampocose

observóunarelaciónentrela normalizaciónbioquímicaal final del tratamientoy cambioen

el n0 debandasfinal con respectoal inicial, puesen el casoque presentórespuestacompleta

con recidiva posterior,el n0 de bandasdel virus C disminuyópostratamientomientrasque
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aumentaronen el virus Ci, y, de los 3 pacientesrestantesen los que disminuyó el n0 de

bandasdel virus C, sólo uno de ellosmostrórespuestabioquímica. Tampocola evolución

de la lesión histológicaestuvoen relacióncon el patrónde bandaspostratamiento:el n0 de

bandasdel virus C disminuyótanto en algunoscasosen los que la lesiónregresócomo en

otrosen los queprogresó,y aumentóen otros,mientrasquela tendenciaen el virus Ci fUe al

aumentoo la ausenciadecambio en el n0 de bandas.

Por lo tanto, el n0 de bandasno experimentómodificacionessignificativastras el

tratamiento,y los cambiosque se produjeronocurrieron de forma independienteen cada

unode los virus, perosin un patróndefinido que sugieraunarelacióncon la respuesta,con

la evoluciónclínica, etc. Estosresultadoscoincidencon los expuestosporHassoba(162),

queencontróuna complejidadde cuasiespeciesde la RHV del virus C similar tanto a nivel

basal como postratamientoen los pacientesno respondedoresa tratamiento,y con los

obtenidospor Cierotto (163), lo que indica que la resistenciaal FN viene dadapor la

seleccióndeunavarianteresistentequesehacemayoritaria,queno aparece“de novo” sino

que ya estabapresentebasalmente,y se seleccionaduranteel tratamientopor la ventaja

selectivaqueconlíeva,haciéndosepredominante.

Según estosresultados,el FN no modifica significativamentela complejidad de

cuasiespeciesdelos virus C y Ci en la regiónN53, teniendoen cuentaque el n0 de pacientes

estudiadoes demasiadobajo paraextraerconclusionesdefinitivas y que sehan analizado

exclusivamentelos pacientesno respondedorescoinfectadostambién por el virus O

postratamiento;es posibleque estudiosfuturoscomparativosde la complejidadbasalde

cuasiespeciesentre respondedoresy no respondedoresal tratamientoque incluyan a un
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mayorn0 de pacientes,puedanaportarunainformaciónmáscompletaconrespectoal papel

del IFN sobrela población de cuasiespeciesde estaregión genómica,y contribuyana la

búsquedade un patrónde SSCPpredictivoderespuestaal tratamiento.

Diversidadde las secuencias 5 UTRy NS3 de los virus Cy G en coinfeedón

La divergenciade las secuenciasde las regiones5 ‘IJIR y N53 obtenidaen el virus

Ci, tanto a nivel basalcomo tras tratamiento,coincidecon la descritapor Viazov (164) y

Pickering(165), y en nuestroestudioesteporcentajede divergenciaha sido superioral del

virus C en ambasdeterminaciones,siendo la diferenciaestadísticamentesignificativa.Este

dato contrastacon estudiosque encuentranuna menorheterogeneicidaddel virus Ci con

respectoal virus C al compararregionescomo E2 y 5’UTR (135,136),e incluso con los

resultadosde Pickering,queobtieneunamenorvariabilidadde la regiónNS3 del virus Ci en

comparacióncon la del virus C. La razónde esta discrepanciapuedeestaren la región

genómicaestudiada,ya que la región E2 en ambos virus está sometidaa diferentes

presionesselectivasinmunológicasque las regiones5 UTR y N53, y además,es conocido

que el virus Ci carecede REY, o bien la diferenciapuededebersea las distintascondiciones

en las que seha estudiadoestacaracterísticade la regiónNS3, puestoque Pickeringla

analizaen pacientesinfectadosexclusivamentepor el virus Ci, de los que desconocemos

otros aspectos(tiempo de evolución, tratamiento,etc) y los comparacon secuencias

consensodel virus C, y nosotrosrealizamosla comparaciónsimultáneain vivo en pacientes

cornfectados.No obstante,seríanprecisosotrosestudiosparaconfirmarestashipótesis.
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Por otra parte,en nuestro estudio no existió relación entre la diversidadde las

cuasiespeciesy la severidadde la lesiónhistológica,como Honda(166) habíareferidopara

el virus C.

Finalmente,la comparaciónde las secuenciasbasalesy finalesde estas2 regionesen

cadauno de los virus no mostródiferenciasestadisticamentesignificativas, lo que sugiere

que el lEN no afectaa la diversidadde cuasiespeciesen estasregionesgenómicasde los

virus C y Ci. UnosresultadosdiferentesobtieneHassoba(162),quehaestudiadola relación

existenteentrela ausenciade respuestaal tratamientoconIFN o la respuestacon recaída,y

los cambiosen la diversidadde cuasiespeciesde la RIEIV del virus C. En esteestudio se

demuestraque la diversidadaumentasignificativamentecon el tratamiento,y el porcentaje

de nuevas varianteses significativamentesuperioren los pacientesno respondedoresal

tratamientocon respectoa los controles, siendo los cambios menos marcadosen los

pacientesrespondedoresal tratamientocon recaídaposterior.Estosautoresconcluyenque

estasmutacionespermitenal virus C escapardel efecto antiviral e inmunomoduladordel

EN. Probablemente,como hemosmencionadoanteriormente,los discordantesresultados

obtenidospuedanexplicarsepor las diferentespresionesselectivasa que son sometidaslas

regiones5 ‘UTR y N53,puestoquelas característicasde los pacientesestudiados,esdecir,

no respondedoresal tratamiento,sonsimilaresenlos 2 estudios.
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Conclusiones

1. La complejidadgenéticade las cuasiespeciesde la regiónNS3 essimilar en los virus C y

Ci en pacientescoirifectados.

2. El lIEN no modifica significativamentela complejidadde las cuasiespeciesde la región

NS3 de los virus C y Ci en coinfeccion.

3. La diversidadde las cuasiespeciesde 5 ‘UTR y N53 en pacientescoinfectadosessuperior

en el virus Ci con respectoal virus C.

4. El tratamientocon IFN no influye en la diversidadde las cuasiespeciesde 5’UTR y N53

en pacientescoinfectadospor los virus C y Ci.
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