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Resumen

El virus de la Hepatitis C es considerado una de las principales causas de
hepatitis crénica, cirrosis hepatica y cancer hepatico. La coinfecciéon con HIV
acelera la progresion de la enfermedad hepética, aumenta la efectividad de la
transmision de HCV por vias no parenterales y ha sido asociada a la
disminucién de la efectividad de la terapia HAART. A nivel mundial, la
distribucion y el patrén molecular de HCV son marcadamente heterogéneos y se
modifican continuamente debido tanto a cambios culturales, asociados a nuevas
conductas de riesgo, como a movimientos poblacionales.

El objetivo del presente trabajo fue estudiar la prevalencia y la diversidad
genética de la infeccion por HCV en individuos coinfectados con HIV de
Coérdoba, evaluar su influencia en la terapia antiretroviral (HAART) y en la
transmision de HCV, y detectar posibles cambios en el patrén regional de
distribucion de genotipos en los tltimos 10 afios.

En este estudio se incluyeron las siguientes muestras obtenidas de pacientes
de Coérdoba: a) 349 muestras de suero obtenidas de individuos crénicamente
infectados por HCV colectados entre 1999-2009; b) 86 sueros de pacientes
coinfectados HCV /HIV obtenidos de un total de 558 pacientes HIV+, colectados
en dos periodos entre 2003-2007; y c) 37 muestras de fluidos biolégicos de
pacientes monoinfectados (n=21) y coinfectados HCV/HIV (n=16) [hisopado
cervical (n=16), saliva (n=37), plasma seminal (n=21) y células mononucleares de
sangre periférica (n=37)].

Para la deteccién molecular de HCV se utiliz6 RT-nested PCR de la region
5" no codificante (5" NC), y para la caracterizacién genémica y posterior analisis
filogenético y evolucién viral, se amplificaron y secuenciaron las regiones no
estructural 5B y E1/E2.

Cuatro principales hallazgos son derivados del presente estudio: 1) se
obtuvieron datos actualizados de la prevalencia de HCV en individuos
coinfectados con HIV, la cual fue elevada (20%) y mayor a la hallada afios
anteriores en la misma poblacion, 2) la coinfeccion HCV/HIV interfiri6
negativamente en la respuesta a la terapia HAART, 3) no se pudo demostrar la
influencia de la coinfeccion HCV/HIV en la transmisién de HCV. Si bien se
hall6 ARN de HCV en todos los fluidos biol6égicos estudiados (hisopado
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cervical= 31%, saliva=19%, plasma seminal= 29% y CMSP= 78%), su presencia
no estuvo asociada a la coinfeccion HCV/HIV. Finalmente, 4) el patrén de
distribucion de genotipos de HCV hallado fue diferente entre individuos
monoinfectados y coinfectados HCV/HIV y vari6é de acuerdo con la edad y el
modo de transmisién. El genotipo HCV-1 fue més prevalente entre individuos
jovenes coinfectados con HIV y usuarios de drogas endovenosas, a diferencia de
HCV-2, previamente reportado en adultos mayores y asociado a vias
iatrogénicas de infeccion. Este hallazgo sugiri6 que la diseminacién de los
genotipos 1 y 2 podria deberse a eventos epidemiolégicos diferentes. Ademas,
se demostré que en pacientes monoinfectados de nuestra regién el patréon de
circulaciéon de genotipos cambié en los ultimos 10 afios: se observé un
incremento gradual del genotipo 1 en detrimento del genotipo 2. El analisis
tilodinamico (filogenia y filogeografia) de HCV-1 mostré presencia de subtipos
la y 1b, presentando ambos un comportamiento heterofilético y un evento
evolutivo de introducciéon reciente, que se hallaria para HCV-1a en la década del
70, coincidiendo con un mayor consumo de estupefacientes, y para el subtipo
1b unas décadas antes, casi en concordancia con lo hallado en el resto del pais.
El estilo de vida y la edad de las personas infectadas lleva a pensar que los
factores que hoy predominan, como el consumo de drogas endovenosas y las
relaciones sexuales promiscuas, son y seran los causantes de la actual y futura
diseminacion de este genotipo en nuestra region, desplazando definitivamente
al HCV-2c.

Palabras clave: virus de Hepatitis C, coinfeccion HCV /HIV, genotipos HCV,
HAART, fluidos biolégicos, filogenia, filogeografia, evolucion.
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Summary

The hepatitis C virus (HCV) is considered one of the major causes of chronic
hepatitis, cirrhosis and liver cancer. Co-infection with HIV accelerates the
progression of liver disease, increases the efficiency of transmission of HCV by
non-parental routes and has been associated with the decrease in the
effectiveness of HAART. Worldwide, HCV distribution and its molecular
pattern are markedly heterogeneous and are continuously changing, due to
cultural changes, associated to new risk behaviors, as well as population

movements.

The aim of this work was to study the prevalence and genetic diversity of
HCV infection in HIV co-infected individuals of Cérdoba, evaluate its influence
on antiretroviral therapy (HAART) and in HCV transmission, and identify
possible changes in HCV genotype distribution pattern of Cérdoba in the last 10
years.

This study included the following samples obtained from patients of
Coérdoba: a) 349 serum samples from chronically infected individuals collected
between 1999-2009; b) 86 serum samples from HCV/HIV co-infected patients
obtained from a total of 558 HIV+ patients, collected in 2 periods between 2003-
2007; and c) 37 biological fluid samples of HCV moninfected (n=21) and
HCV/HIV co-infected individuals (n=16) [cervical swab (n=16), saliva (n=37),
seminal plasma (n=21) and peripheral blood mononuclear cells (n=37)].

RT-nested PCR of the 5 non-coding region (5" NC) was used for HCV
molecular detection. For genomic characterization and subsequent phylogenetic
and viral evolution analysis, non-structural 5B and E1/E2 genomic regions were
amplified and sequenced.

Four main findings derive from this study: 1) updated data on the
prevalence of HCV among HIV co-infected individuals was provided, which
was high (20%), and higher than that found previous years in the same
population; 2) HCV/HIV co-infection affected negatively in the response to
HAART; 3) the influence of HCV/HIV co-infection in HCV transmission could
not be demonstrated. Although HCV RNA was found in all body fluids studied
(cervical swab=31%, saliva=19%, seminal plasma=29%, peripheral blood
mononuclear cells=78%), its presence was not associated to HCV/HIV co-
infection. Finally, 4) the distribution pattern found for HCV genotypes, differed
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between HCV monoinfected individuals and HCV/HIV co-infected patients,
and varied according to the age and the mode of transmission. Genotype HCV-1
was more prevalent among young individuals co-infected with HIV and
intravenous drug users, unlike genotype HCV-2, previously reported in old
adults and associated with iatrogenic routes of infection. This finding suggested
that the spread of genotypes 1 and 2 might be due to different epidemiological
events. It also showed that in monoinfected patients of our region the circulating
genotype pattern changed in the last 10 years: it was observed a gradual
increase in genotype 1, and a decrease of genotype 2. Phylodinamic analysis of
HCV-1 showed presence of subtypes 1la and 1b, presenting both a
heterophyletic behavior and a newly introduced evolutionary event. For HCV-
la it could have been in 1970’s decade, coinciding with an increased drug
consume, while for subtype 1b the evolutionary event could have been a few
decades before, almost according to what was found in the rest of the country.
The style of life and the age of the infected persons yield to postulate that the
current predominant factors, like intravenous drug use and high-risk sexual
behaviour, are and will be responsible of actual and future dissemination of this
genotype in our region, taking out definitely genotype HCV-2c.

Keywords: Hepatitis C virus, HCV/HIV co-infection, HCV genotypes,
HAART, biological fluids, phylogeny, phylogeography, evolution.
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1. Introduccion

El virus de la Hepatitis C (HCV) es considerado una de las principales
causas de hepatitis crénica, cirrosis hepatica y carcinoma hepatocelular (HCC).
Se estima que mads del 3% de la poblacién mundial se encuentra infectada por
este virus (Hanafiah et al.,, 2012) y que en el 80% de los casos los pacientes
desarrolla una enfermedad hepatica silente que puede derivar a fibrosis, cirrosis
y hepatocarcinoma celular en un periodo de 8 a 14 afios (De Francesco et al.,
2005; Alter, 2007; Ploss et al., 2012). Su epidemiologia ha ido cambiando durante
las altimas décadas, gracias a la incorporacién de nuevos métodos diagnosticos
para el control de transfusiones sanguineas, lo que ha disminuido la transmisién
del virus por esta via (Ploss et al., 2012). Sin embargo, nuevos casos contintan
ocurriendo principalmente como resultado del uso de drogas endovenosas y en
menor grado a través de exposicion percutdnea o membranomucosa. La
progresion a enfermedad hepatica cronica ocurre en la mayoria de las personas
infectadas y la infeccién con el virus es actualmente, la mayor causa para la
indicacién de transplantes de higado. Cabe destacar que la infecciéon por HCV
también incrementa el namero de complicaciones en personas quienes estan
coinfectadas con HIV, en los cuales la prevalencia de infeccion por HCV es en
general elevada (10-30%) (Soriano et al., 2011). La introduccién de nuevas
estrategias de tratamiento ha permitido mejorar el manejo de los pacientes
infectados. Si bien, se ha avanzado en la formulacién de vacunas contra este

virus, atin no existe vacuna efectiva para la prevencion de dicha infeccion.
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1.1 El virus: clasificaciéon y caracteristicas morfolégicas

HCV es miembro de la familia Flaviridae, género Hepacivirus
(www.ictvonline.org). El virus presenta una envoltura lipoproteica que encierra
la nucleocdpside viral de estructura icosaédrica (30-35nm) que encapsula un
ARN viral de simple cadena (polaridad positiva) de aproximadamente 9.6kb
(Figura 1).

La particula viral de HCV exhibe un amplio rango de densidades pero la
fraccion infectiva en su mayoria tiene una densidad de 1,15-1,17 g/ml (Sharma,
2010). Se presume que las particulas de baja densidad (las mas infecciosas) se
encuentran, en su mayoria, asociadas a B-lipoproteinas; y que las particulas mas
densas representan una poblacién mixta, compuesta de capsides desnudas (30 -
35 nm) y viriones con envoltura (50 - 75 g) (Ploss et al., 2012).

En base a su diversidad genética actualmente se lo ha clasificado en 7
genotipos que difieren en un 30% de su secuencia de nucle6tidos
(www.ictvonline.org). Ademads se han identificado aproximadamente, mas de 70
subtipos distribuidos geogréaficamente y una gran diversidad de cuasiespecies
para cada individuo infectado (Simmmonds et al.,, 2004). La fuente de esta
variaciéon, como en los otros virus a ARN, es la alta tasa de mutacién generada
en los errores y la correccion de los mismos por la ARN-polimerasa. Estas
mutaciones tienen un ritmo estimado de 1,44 a 1,92 x10-3 sustituciones de bases
por sitio por afio. El mayor indice de estas mutaciones ocurre en la regién maés
heterogénea, la E2/NS1, conocida como hipervariable (HVR) (Simmmonds et

al., 2005; Kuiken et al., 2009; Nakano et al., 2012).
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Figura 1: Virus de la Hepatitis C (Imdigen de HCV obtenida de Louis E.
Henderson PhD. The PNR Notebook Online).

1.2 Organizacion genomica

El virus codifica una poli proteina de aproximadamente 3000
aminoécidos en un tnico marco abierto de lectura, flanqueado por las regiones
5 no codificante (NC) y 3’'NC. La poliproteina precursora es procesada en
diversas proteinas individuales a través de proteasas virales y celulares (Figura
2). Las proteinas estructurales, estan localizadas en la regién amino-terminal de
la proteina precursora en el siguiente orden: core, envoltura 1 (E1), E2 y la
porina p7. Estas proteinas estan unidas a funciones especificas como fusién con
la membrana celular y escape inmune. Se encuentran seguidas en la regién
carboxiterminal de las proteinas no estructurales (proteinas NS), localizadas en
este orden: NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A y NS5B, las mismas estdn

involucradas en el ciclo de replicacién viral (Ploss et al., 2012).
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Figura 2: Representacion esquemdtica del genoma de HCV, proteinas estructurales y
no-estructurales: el ARN wviral consiste en una region 5’ no codificante que contiene el

sitio de entrada al ribosoma (IRES) seguida de proteinas estructurales (Core, E) y no

estructurales (NS) terminando en la region 3’ no codificante.

La region 5NC consiste de 341 nucleétidos (nt), con una secuencia
altamente conservada entre cepas virales, lo que sugiere que juega un rol
importante en el proceso de replicacion viral y de traslacion de la proteinas
virales (Joyce et al., 2010).

La traslacion del ARN viral es mediada por un sitio interno de entrada
ribosomal (IRES) que esté localizado en ésta regién y es llevado a cabo por los
ribosomas celulares del huésped. Se ha reportado que la proteina del core
interacttia con la regiéon 5’ NC de la cadena ARN positiva (+) (Song et al., 2006).

La regiéon 3’'NC posee aproximadamente 200 nt y esta involucrada en la
replicaciéon del ARN. Se han reconocido tres dominios que estimularian al IRES

en lineas celulares de Hepatoma Humano (Friebe et al., 2005; Song et al., 2006).
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Las moléculas NC ARN o micro ARN (miR) son importantes en el control
de la expresién y regulacion de genes, mirl122 es especificamente expresado en
abundancia en higado humano (Jopling et al., 2006; Jopling et al., 2008).

La proteina core multifuncional altamente conservada ha sido implicada
en el desarrollo de esteatosis hepatocelular y oncogénesis (Depla et al., 2012).
También se ha visto que interacttia con ambas regiones 5 y 3’NC y con la
glicoproteina de envoltura E1 (Nakai et al., 2006; Yu et al., 2009).

La proteina p7 es una viroporina que posee una funcién similar a la
proteina M2 de influenza, es dispensable para la replicaciéon pero esencial para
el ensamble y liberacién de los viriones infectivos (Brohm et al., 2009).

Las proteinas E1/E2 se encuentran integradas a la envoltura viral y estdn
involucradas en los primeros pasos del ciclo de vida del virus. Ademas,
participan en la unién al receptor celular induciendo la fusién entre la envoltura
viral y la membrana celular. Estas proteinas se ensamblan formando un
heterodimero no covalente que es retenido en el reticulo endoplasmico donde
son glicosiladas (Op de Beeck et al., 2004). La proteina E2 se une al sitio CD81
que se halla expresado en varios tipos celulares como los hepatocitos y linfocitos
B. La porcién amino-terminal de la proteina E2 de HCV exhibe un alto grado de
variabilidad en dos regiones, denominadas regién hipervariable 1 (HVR-1) y
region hipervariable 2 (HVR-2). Los determinantes antigénicos, lineales,
correspondientes a la region codificante HVR-1 se expresan en la superficie viral
y constituyen el principal blanco de la respuesta inmune contra HCV debido a
que poseen un rol importante en la unién con los anticuerpos neutralizantes.
Por ésta razon, la heterogeneidad de HVR-1 es considerada como un resultado
de la evolucién viral, determinada por la presién endégena ejercida por el
sistema inmune, o por la presién ejercida por intervenciones exdgenas, como es
el tratamiento antiviral (Sharma, 2010; Ploss et al., 2012; Liang et al., 2013).

Adicionalmente, se ha propuesto que la apariciéon temprana de anticuerpos

Fagina | 6



|ntroduccion

201%

contra ésta region se asocia con una infeccion por HCV aguda autolimitada,
mientras que la persistencia de anticuerpos anti-HVR-1 estaria asociada con
infeccion crénica. Ademads, se ha observado que la presencia de anticuerpos
anti-HVR-1 bloquean la adsorcién in vitro en células susceptibles (Rodriguez et
al,, 2011; Ashfaq et al., 2011).

Las regiones NS2 y el dominio amino-terminal de NS3 constituyen la
NS2-3 proteinasas que estan involucradas en el clivaje entre NS2 y NS3. Se
demostr6 que este clivage es p7 independiente y necesaria para la infeccion en
chimpazés (Sharma, 2010). Recientemente, se demostré que la actividad de
serin-proteasa se halla enteramente en la proteina NS2. Esta proteina tiene la
capacidad de autoclivarse y ademads interacttia con otras proteinas NS (Schregel
et al.,, 2009). Ademas parece estar involucrada en el ensamble de la particula
durante el acople post core, NS5A y NS3 (Yi et al., 2009). La btusqueda de
moléculas inhibidoras contra esta proteina es sin dudas un avance en la
terapéutica contra HCV.

La proteina NS3 es una proteina trifuncional con capacidad de helicasa,
ATpasa y serin-proteasa. Es la responsable del clivage NS3/4A, NS4A/4B,
NS4B/5A y la uniéon NS5A/5B. La gran cantidad de funciones que desarrolla
NS3 en el ciclo de vida de HCV hacen que sea indispensable para la replicaciéon
viral y un futuro destino para la terapia anti-HCV (Sharma, 2010).

La proteina NS4A es un péptido multifuncional a pesar de su pequefno
tamafo, una funcion es ser cofactor de la actividad serin-proteasa de la proteina
NS3. Se encuentra localizada no solo en las mitocondrias sino también en el
reticulo endoplasmico, donde altera las funciones celulares y ademads tiene un
rol esencial en la replicacion de HCV (Beran et al., 2009). NS4B es la responsable
de la generacién de la red membranosa, que es el lugar de la replicacion del

HCV (Elazar et al., 2004).
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La proteina NS5A posee multiples roles desde estar involucrada en la
replicaciéon del ARN hasta el ensamble del virion (Diviney et al., 2008).

La proteina NS5B es la ARN polimerasa ARN dependiente, es la que
inicia la sintesis de la cadena negativa de ARN complementaria usando como
templado la cadena positiva del genoma de HCV. Como la polimerasa no posee
la funcién de corregir errores (proofreading), en la replicacion se genera una alta
tasa de complejos mutantes. De todos modos al poseer algunos segmentos
genémicos muy conservados y otros variables, el balance entre los diferentes
segmentos es muy importante para prevenir este tipo de error (Wolk et al,,
2008). Por ello, a pesar de que se generan altas tasas de variaciones genéticas
para la supervivencia viral, debido a cambios hostiles del entorno celular,
actualmente es un sitio de foco ante las nuevas terapias contra el HCV (Joyce et

al., 2010; Sharma, 2010).

1.3 Dinamica Evolutiva del HCV

Como otros virus pequefios con genoma de ARN el HCV tiene una alta
produccién de particulas virales (Neumann et al., 1998,), una alta tasa de
recambio (Ramratnam et al., 1999) de las mismas, y una polimerasa propensa a
cometer errores (Gastamiza et al., 2008). Estas tres caracteristicas hacen que
dentro de un individuo infectado circulen enjambres de genomas diferentes,
pero muy similares entre si denominados cuasiespecies (Kuiken et al., 2009,
Nakano et al., 2012). Esta alta oferta de variantes genéticas permite una rapida
evolucion (Alfonso et al., 2004). A su vez esa dinamica evolutiva podria estar
relacionada con el escape al sistema inmune humoral (W6lfl et al., 2008), con el
mantenimiento de la cronicidad y con la aparicién de resistencia a los farmacos

durante el tratamiento (Veillon et al., 2007).
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1.3.1 Patogénesis y Replicacion Viral

Por muchos afios la falla en encontrar modelos de replicacién viral y
obtencion de virus HCV infectivo en cultivos celulares fue el mayor obstaculo
en la innovacién de terapias antivirales. El punto de inflexién fue cuando se
pudo desarrollar un sistema in vitro de cultivo celular para HCV (cepa JFH1), en
el afio 2005 (Wakita et al., 2005). El genoma viral de la cepa JFH1 fue clonado a
partir de un paciente japonés con hepatitis fulminante, y se logré la replicaciéon
viral y la recuperaciéon de particulas virales en lineas celulares de hepatoma
humanos (Huh 7). El HCVcc (cc: crecimiento en cultivo celular) obtenido ha sido
el foco de los investigadores para el estudio del ciclo de vida completo de HCV
(Wakita et al., 2005). Sin embargo, estos estudios se ven limitados directamente
porque no se ha conseguido un huésped que permita profundizar en el estudio
de replicacion viral y patogénesis. Si existen modelos de ratones genéticamente
humanizados pero solo permiten conocer algunos pasos en el ciclo de vida de
HCV (Bukh et al., 2012).

Estudios dirigidos durante la infeccién natural en humanos indican que
la cronicidad de HCV se debe a una rédpida produccion de virus y una vigorosa
pérdida de la respuesta celular T contra HCV, con la emergencia de variantes
que evaden el control inmune (Farci et al.,, 2000). La patogénesis del dafio
hepético se debe mayoritariamente al efecto citopéatico directo de las proteinas
virales y por mecanismos inmunes relacionados a linfocitos T citotoxicos y
citoquinas inflamatorias. Se hall6 que el estrés oxidativo es un importante factor
patogénico en el dafio hepatico relacionado al HCV (Alberti et al., 2003).

En la actualidad, los sistemas de produccién de particulas completas atin
son limitados, lo que reduce la capacidad de comprender y entender mas sobre

la replicacion y patogénesis de HCV.
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Respecto a la entrada del virus a las células del huésped, varios estudios
han postulado como candidato a receptor celular de HCV al CDS8]1, la cual es
una molécula transmembrana que se expresa en todas las células humanas
excepto plaquetas y glébulos rojos (Farquhar et al., 2012). Otro candidato
propuesto como receptor es el receptor de lipoproteinas de baja densidad
(LDLR). Recientemente, se ha demostrado in vitro la inhibicién de la endocitosis

con anticuerpos especificos anti-LDLR (Mazumdar et al., 2011).

1.3.2 Tropismo celular

El virus de la hepatitis C replica principalmente en el citoplasma de los
hepatocitos, esto es evidenciado por los elevados niveles de ARN de HCV en
tejido hepatico detectados en el orden de 108- 10! copias por gramo de tejido
(Fields, 2001). Sin embargo, s6lo un pequefo porcentaje de hepatocitos (5%-19%)
resultan positivos en la deteccion de ARN de HCV por hibridacion in situ.
Adicionalmente, la expresion de antigenos es aun mas baja (1%-10%). Por otra
parte, solo de 1% a 5 % de las células mononucleares y atn una proporcién
menor de las células del epitelio biliar expresan antigenos de HCV (Shackel et
al., 2002). Mediante la técnica de RT-PCR especificas para la detecciéon de la
cadena negativa de HCV se ha identificado ARN en nédulos linfaticos, pancreas
y en menor frecuencia en glandulas adrenales, tiroideas, medula 6sea y bazo
(Fields, 2001; Yuki et al., 2006). También se han amplificado secuencias de HCV
en células dendriticas (Eksioglu et al., 2010). Ademas, se ha demostrado la
replicacién viral en linfocitos B (Revie et al., 2011) y en Células Mononucleares
de Sangre Periférica (CMSP) de pacientes infectados (Chary et al., 2012; Blackard
et al., 2012).
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1.4 Vias de transmision

La principal via de transmision de HCV es la via parenteral tales como la
transfusiéon de sangre y de productos hemoderivados, hemodidlisis, uso de
drogas endovenosas (UDEV), accidentes perforocortantes, y trasplante de
6rganos (Alter, 2006). Sin embargo, luego de la introduccién de los controles
pretransfusionales obligatorios a las bolsas de sangre, la mayoria de los
individuos infectados en la actualidad son atribuidos al uso de drogas
endovenosas (CDC, 1998). Por otra parte, 15-40% de los pacientes infectados por
HCV no relatan ningan factor de riesgo parenteral (CDC, 1998). Por esto, se han
propuesto otras vias posibles de transmision, de riesgo incierto, que podrian
estar relacionadas a la infeccion por HCV como son: el uso de tatuajes, el uso de
cocaina inhalatoria, acupuntura y procedimientos médicos u odontolégicos (De
Nishioka et al., 2003; Mc Mahon et al., 2004). También se han incluido en este
grupo las barberias comerciales, colocacion de aros en el cuerpo (body piercing)
(Antoszewski et al., 2006), rituales de la medicina folclérica (como la
escarificaciéon), como potencial modo de transmisién, cuando las medidas de
bioseguridad son insuficientes (Ghany et al., 2009). La transmision de HCV
mediante el transplante de 6rganos y la transmisiéon nosocomial, ha sido bien
documentada, en estudios epidemioldgicos clasicos y moleculares, realizados en
unidades de hematologia y en varios centros de hemodiélisis (Bocket et al.,
2011).

Por otra parte, se ha demostrado que la via sexual podria estar
involucrada en la transmision de este virus, aunque, los resultados son
controversiales (Cadwell et al., 1996; Terrault, 2002; Workowski et al., 2006). Si

bien algunos autores, reportaron asociaciéon entre la infecciéon con HCV y la
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exposicion sexual, otros publicaron bajas prevalencias de infecciéon por HCV en
parejas sexuales de individuos infectados (Terrault, 2002; Chia Wang et al,,
2006). Otros estudios describen una alta prevalencia de infecciéon en individuos
con multiples parejas sexuales y entre prostitutas (Alter et al., 2002, Workowski
et al., 2006). Un estudio reciente report6 una prevalencia de infeccion 33%
mayor en hombres UDEV que tienen sexo con hombres (MSM deriva de las
siglas usadas para definir: Men Sex Men) que en heterosexuales (Marongiu et
al., 2012). A esto se suma que la transmisiéon sexual como ruta de infecciéon de
HCV es dificil de probar entre miembros de una pareja estable, ya que pueden
estar involucradas otras rutas probables de infeccién, como el compartir
utensilios que pueden causar lesiones como razuradoras, peines y/o cepillos de
dientes (Ghany et al., 2009). Esta forma de transmision, llamada intrafamiliar o
intrahogar fue sugerida por varios autores, aunque, otros estudios no
evidencian una prevalencia de infeccién mas alta entre individuos que conviven
sin tener sexo y la poblacién general (Indolfi et al., 2008; Cavalhero et al., 2009).

Por otra parte, varios estudios demuestran la deteccion de ARN de HCV
en semen (fluido seminal y células), secreciones vaginales y cepillado
endocervical de individuos infectados con HCV (Leruez-Ville et al., 2000;
Manavi et al., 2002; Terrault, 2002; Bourlet et al., 2002; Minose et al., 2006). Asi, a
pesar de las diferencias encontradas en los reportes acerca de esta ruta de
transmision, existen suficientes datos que indican que la transmisiéon sexual de
HCV podria ocurrir, pero que éste virus no es eficientemente diseminado a
través de esta via (Leruez-Ville et al., 2000; Pasquier et al., 2003).

Algunos autores han demostrado la presencia de ARN de HCV en saliva
(SA) en pacientes infectados con HCV. Estos estudios reportan resultados muy
variables, con rangos de detecciéon desde 0 a 100% (Gonsalvez et al., 2005;
Wang et al, 2006; Cruz et al, 2012). Sin embargo, la baja eficiencia de

transmision de esta via atin no es bien comprendida.
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En cuanto a la transmisién vertical (de madre a hijo), se ha reportado que
puede ocurrir entre 3-10% de los casos, la mayoria de ellos en etapas tardias de
la vida intrauterina, en el nacimiento o en el periodo perinatal. Se han descripto
muchos factores que influenciarian esta tasa de transmision, por ejemplo la
elevada carga viral de la madre, la duracién del trabajo de parto, el sexo del
recién nacido, la ruptura temprana de la membrana y el genotipo infectante
(Murakami et al., 2012). La eleccién de cesdrea como método para disminuir la
transmision atin es controversial y debatida (Mast et al., 2005; Aziz et al., 2011;
Lauroche et al., 2012; Zaltron et al., 2012) En este sentido, la Asociacién Europea
para Estudios del Higado (EASL) no recomienda la cesarea a fin de prevenir la

posible transmisién vertical (EASL, 2011).
1.5 Epidemiologia

Se estima que 185 millones de personas, estan crénicamente infectados
por este virus, es decir que aproximadamente el 3% de la poblaciéon mundial
estd infectada por HCV. La Hepatitis C es la primera causa de transplante
hepatico y responsable de la muerte de aproximadamente 350.000 individuos
por ano (OMS, 2009; Zaltron et al., 2012; Hanafiah et al., 2012).

El virus HCV es de distribucién mundial sin embargo, la prevalencia de
la infeccion varia en distintos paises, hallandose la mayor prevalencia (~10%) en
Africa Central y la prevalencia més baja (~0,5%) en los paises del Norte de
Europa (Alter, 2007; Vermehren et al., 2012). En América Latina, la prevalencia
se estima en aproximadamente entre 1y el 2,3%. Sin embargo, cabe destacar que
este dato puede subestimar la prevalencia real, ya que surge de resultados
estimativos, regionales, basados en trabajos aislados realizados en algunos
paises de dichas regiones, ya que no se cuenta con estudios de prevalencia
realizados en poblaciéon general (Kershenobich et al., 2010; De Almeida Neto et

al., 2012). Entre los pocos estudios de este tipo, se destacan algunos realizados
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en Argentina, en las Localidades de O’Brien (Buenos Aires), Wheelwright (Santa
Fe) y Cruz del Eje (Cérdoba), en los que se reportaron seroprevalencias del 5,7%,
49% vy 58%, respectivamente (Picchio et al., 2006; Bessone et al., 2007;
Mengarelli et al., 2006a). La méxima seroprevalencia (11,2%) fue reportada para
Villa Maria (Cérdoba) (Mengarelli et al., 2006b), mientras que en las grandes
ciudades como Buenos Aires y Cérdoba Capital, se estima ronda entre el 2% y el

3%, respectivamente (Kershenobich et al., 2010; Mengarelli et al., 2006b).

1.5.1 Epidemiologia Molecular: distribuciéon mundial de los genotipos
de HCV, diversificacion viral.

La distribucién de los genotipos de HCV ha sido asociada con areas
geogréficas y modos especificos de transmisién. Asi mismo, se han descripto
variaciones en el perfil epidemiolégico de HCV como consecuencia de los
movimientos poblacionales y diferentes estilos de vida.

Los genotipos HCV 1, 2 y 3 son de distribuciéon mundial y sus
prevalencias varian de un &rea geografica a otra y en los diferentes grupos
estudiados. El genotipo 1 es el més prevalente en Latinoamérica (Kershenobich
et al., 2010; Zaltron et al., 2012; Hanafiah et al., 2012). Los subtipos 1a y 1b son
los mas comunes a nivel mundial. Un sin ntimero de estudios hallan a los
subtipos 1a y 1b como los mdas predominantes en Europa y América, y el subtipo
1b es el predominante en Asia. Los genotipos 2 y 3 son hallados con igual
significancia en el Norte y Sudamérica, Europa y Asia. Otros estudios hallaron
al genotipo 4 como el més prevalente en Asia. En Africa los genotipos hallados

con mayor frecuencia son los genotipos 4 y 5 (Zaltron et al., 2012) (Figura 3).
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Figura 3: Distribucion mundial de genotipos HCV (Imagen obtenida de Negro &  Alberti; Liver
International.2011.http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/7.1478-3231.2011.02537.x/full#f1).
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Se ha demostrado, que los genotipos la y 3a son particularmente
prevalentes entre UDEV. Debido a que el HIV posee las mismas vias de
transmision, usualmente HCV es detectado en coinfecciéon con HIV, por tanto
los genotipos/subtipos de HCV en pacientes coinfectados varian entre
diferentes localizaciones y puede ser diferente a la poblaciéon general de una
misma area. Asi en Argentina en este grupo de pacientes se hall6 mayor
prevalencia de genotipo 1 en todas las areas geograficas estudiadas (Quarleri et
al, 2007; Tan et al., 2008). Especificamente en Coérdoba, se hall6 mayor
prevalencia de genotipo 1 en poblacion coinfectada y de genotipo 2 en poblacién
general (Ré et al., 2007). Por otra parte, se ha demostrado que la distribucién de
los genotipos HCV varia con el grupo etario estudiado, esto probablemente
indicaria la mas reciente introduccién de un tipo u otro en una determinada
region (Panduro et al, 2010; Culasso et al, 2012). Hallazgos similares se
encontraron en Cérdoba en los que el genotipo HCV- 2c, se hall6 en mayor
prevalencia en adultos mayores de 50 afios (Mengarelli et al., 2006b; Ré et al.,
2011). Por otra parte, se demostraron desplazamientos de un genotipo por otro
generalmente relacionados a vias de transmisién, conductas sociales o
movimientos poblacionales. Recientemente, se reporté que durante los tltimos
10 afios en Venezuela el genotipo 1b ha sido reemplazado por el 2 (Pujol et al,,
2007).

En Argentina se detectaron los genotipos mas distribuidos en los paises
occidentales: 1a, 1b, 2a, 3a (Picchio et al., 2006, Bessone et al., 2007; Ré et al.,
2007). Sin embargo, en la Provincia de Coérdoba, sorprende la elevada
prevalencia de un genotipo maés raro, el 2c (Ré et al., 2007), que curiosamente
también fue detectado en Francia, Italia y Africa Oriental (Culasso et al., 2012).

Por otra parte, cambios dinamicos en la distribucién de genotipos a lo
largo del tiempo, en una misma regién, son reportados. Considerando que estos

cambios poseen implicancias en Salud publica y en el manejo clinico del
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paciente, explorar estos eventuales cambios es importante para la mayor
comprensién de la epidemiologia de HCV y los posibles factores que influyen
en el tratamiento. Actualmente, la prediccion de la respuesta virolégica
sostenida, post-tratamiento y la eleccion de la duracion del tratamiento
dependen del genotipo (Ghany et al., 2009; Ghany et al., 2011, EASL, 2011).
Ademas, la determinacién de genotipos, subtipos y aislamientos contribuye a
comprender la evolucién y la epidemiologia del virus. La heterogeneidad
genética de HCV y la forma de diseminacién del virus entre los pacientes
infectados puede ser examinada con exactitud mediante secuenciamiento de
diferentes regiones gendmicas, principalmente las regiones NS5B y de envoltura
(Njouom et al., 2007; Thomas et al., 2007; Abergel et al., 2007; Spada et al., 2008;
DiLello et al., 2008; Golemba et al., 2010). Asi, un estudio realizado en la regién
central de Francia demostré que el HCV- 5 se hall6 en alta prevalencia y que
pudo haberse introducido primero en un area rural pequefia, se diseminé en
ésta drea mediante tratamientos con inyecciones, antes de 1972 y luego se
expandi6 a otros distritos por via transfusional (Abergel et al., 2007). Muchos
trabajos, utilizando esta estrategia experimental, han sido publicados a nivel
mundial para dilucidar brotes o establecer origen y vias de diseminacién de este
virus en diferentes regiones y a través del tiempo. En Cérdoba mediante esta
metodologia, se pudo dilucidar y predecir el origen del subtipo HCV-2c
circulante. Donde el valor del ACMR (Ancestro Comtn Mas Reciente) y la
historia previa de inmigracién sugirieron que la introduccién de HCV-2c en
Coérdoba pudo haber ocurrido en maltiples introducciones, en la primera mitad
del siglo XX, coincidiendo con el crecimiento poblacional producido por la
inmigraciéon Europea a nuestra regioén (Ré et al., 2011).

Sin embargo, basandonos en el diagnéstico de rutina de los altimos afios
en nuestro laboratorio percibimos un cambio en la epidemiologia de HCV con

un aumento del HCV-1, en detrimento del HCV-2. Asimismo, datos
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preliminares demuestran que en Cérdoba el virus de la hepatitis C HCV-2c se
encuentra en mayor prevalencia entre individuos adultos mayores y los estudios
de evoluciéon demuestran que este virus se diversific6 hace 140 afios atrés.
Algunos estudios realizados en Argentina muestran que el proceso de
diversificacion y expansion viral de HCV-1 es un evento mas moderno (entre 20
y 50 afios atrds) (Golemba et al., 2010; Culasso et al., 2012). Sin embargo, en
nuestra regién atn no existe informacién acerca de la historia demografica de

este genotipo (HCV-lay 1b).

1.6 Manifestaciones Clinicas

1.6.1 Periodo de Incubacion

El periodo de incubacién es de un promedio de seis o siete semanas con
un rango que va desde las dos semanas a seis meses después de la exposicion. A

pesar de esto la replicacién viral se puede evidenciar ya en la primera semana

(Fields, 2001).

1.6.2 Hepatitis Aguda

Las formas agudas son poco comunes y el inicio suele ser leve e
insidioso. Estudios prospectivos demostraron que la ictericia esta presente en el
10%-25% de los casos agudos, el resto cursan anictéricos, oligosintométicos o
asintomaticos (Zaltron et al., 2012). En esta fase los niveles de la enzima alanina
aminotransferesa sérica (ALT) no supera 800UI/ml (Massard et al., 2006;
Kumada et al.,, 2012). Esta elevacién de las enzimas generalmente coincide con
los sintomas y tienden a resolver dentro de las 2 0 12 semanas. HCV raramente
se ha asociado a hepatitis fulminante pero ha sido reportado (Fields, 2001). Una
condicién clinica importante a tener en cuenta es la referida comtinmente como

“HCV oculta” donde a pesar de que el virus replica en higado el virus no es
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detectado en suero, lo que conlleva a una baja progresion de la enfermedad
hepética (Carrefio et al., 2012).

No se han reconocido secuelas en pacientes que hayan resuelto infeccién
con HCV, y aunque durante mucho tiempo se pens6 que las reinfecciones eran

raras, actualmente se han reportado (Page et al., 2013).

1.6.3 Hepatitis cronica

Es la consecuencia més grave de la persistencia de la infeccién por el
virus HCV, generalmente, se presentan en mas del 80% de los casos, como
hepatitis crénica persistente, caracterizada por la deteccion constante de ARN
de HCV seis o0 més meses de producida la infeccién en la cual, ademés de la
deteccion de ARN de HCV se encuentra injuria hepética, desde cuadros
necroinflamatorios hasta cirrosis y hepatocarcinoma, con alteraciones en los
niveles de enzimas hepéticas (Fields, 2001; Puoti et al., 2012).

En general, el curso clinico de la infeccién crénica por el virus HCV es
usualmente insidioso, progresivo y con escasa sintomatologia. El aumento de
los niveles de ALT posee en esta fase un patrén caracteristico en forma
fluctuante o multifasica (Massard et al., 2006).

La inmunopatogénesis del HCV es poco conocida, se cree que el dafo
hepético es mediado por la respuesta inmune del huésped; ya que no hay
evidencias de que HCV sea citopatogénico per se. La influencia de factores
inmunogenéticos del huésped y de factores virolégicos, como el genotipo
infectante o la coinfeccién con otros agentes (HBV, HIV), en la actualidad han
sido totalmente esclarecidos.

Por otra parte, se han descripto algunos factores predictivos de evolucion
a enfermedad hepatica grave como: la edad superior a 40 afios y el consumo de

alcohol, atin en forma moderada (Robinson et al., 2012). El alcohol parece influir
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en el aumento de la replicacién viral incrementando la susceptibilidad de la

célula a la injuria viral (Hou et al., 2013).

1.6.4 Manifestaciones Extrahepaticas

Una variedad de sindromes clinicos que pueden ser autoinmunes o
mediados por complejos inmunes se han asociado con infecciones crénicas por
HCV, ademas de las manifestaciones clasicas de insuficiencia hepatocelular e
hipertensiéon portal. Estas manifestaciones estan presentes con gran frecuencia
en individuos cronicamente infectados por HCV e incluyen: crioglobulinemia,
glomerulonefritis membranoproliferativa, porfiria cutdnea tardia, sindrome de

Sjogren, liquen plano y diabetes mellitus (Fields, 2001).

1.7 Diagndstico de la infeccion

El diagnéstico de la infeccion por HCV se basa en la detecciéon de
anticuerpos, por ensayos seroldgicos, y en la detecciéon de acidos nucléicos
utilizando métodos de biologia molecular.

Los métodos de screening serolégico no son lo més efectivos para el
diagnostico de la infeccién aguda de HCV, debido a que solo son detectados en
un poco maés del 30% de los pacientes con sintomas (Ozaras et al., 2009). Mas
aun el periodo ventana puede prolongarse en pacientes inmunocomprometidos
a quienes las guias recomiendan tener un screening rutinario de HCV (Ghany et
al., 2009; Yan et al., 2011).

Los métodos de deteccion de acidos nucléicos son los de elecciéon para
confirmar la infecciéon por HCV. Existen una variedad de ensayos moleculares
cualitativos y cuantitativos disefiados y usados mundialmente para la deteccion

de ARN de HCV, como: el ensayo de retrotranscripciéon seguida de
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amplificaciéon por la técnica de reacciéon en cadena de la polimerasa (RT-PCR),
amplificaciéon de secuencia basadas en acidos nucléicos (NASBA), transcripcion
mediada por amplificacion (TMA), ensayo de Branch DNA basado en la
amplificacion de sefial y PCR en tiempo Real (Gonzales et al., 2003; Guichon et
al., 2004; Daniel et al., 2008). Con fines diagnosticos, e independientemente de la
técnica utilizada la secuencia nucleotidica de eleccion para la amplificacion del
ARN es la region 5’NC ya que es la mas conservada del genoma de este virus.

El ARN se puede detectar en suero o plasma entre la primera y segunda
semana después de la exposicion al virus, semanas antes de la elevacion de las
transaminasas y de la apariciéon de anticuerpos anti-HCV.

La deteccion de ARN en personas anti-HCV positivas indica infeccion en
curso, sin embargo, la ausencia de ARN de HCV en personas con anticuerpos
anti-HCV positivos detectados sélo por ELISA no diferencia entre resolucion de
la infeccion y un resultado falso positivo del ensayo de ELISA.

Por otra parte, debido a que algunas personas presentan viremias
intermitentes el significado de un simple resultado negativo de ARN de HCV es
dificil de interpretar, particularmente en ausencia de informacién clinica
adicional. En estos casos siempre es conveniente (sobre todo en pacientes con
epidemiologia sospechosa de la infeccion por HCV) repetir la determinacién
unos meses después (las guias recomiendan alrededor de 6 meses) (EASL 2011).

La biopsia hepética es muy ttil para conocer el grado de progresion de la
enfermedad y su estadio evolutivo. Esta informacién contiene importantes
connotaciones clinicas respecto al pronodstico, a la necesidad de tratamiento y a
la posible efectividad del mismo. Para la evaluacion del paciente con hepatitis C
crénica también son ttiles analisis bioquimicos como: hemograma, estudio de la
coagulacién, presencia de autoanticuerpos no é6rgano especifico (incluyendo los

anti-tiroideos), proteinograma y ferritina. Asimismo, es importante descartar la
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presencia de otras causas de enfermedad hepatica que coexistan con una
infeccion crénica por el HCV.

La deteccién de los genotipos de HCV puede realizarse mediante el uso
de técnicas moleculares.

La técnica de secuenciamiento y analisis filogenético de las secuencias
nucleotidicas es el método patrén para la identificacion de genotipos, sin
embargo, presenta menor practicidad y mayor costo, por lo que no es utilizado
en el diagnoéstico clinico de rutina. Para un 6ptimo anélisis genémico es crucial
la eleccién de la region nucleotidica a secuenciar. Esta debe contener fragmentos
genotipo/subtipo especificos los cuales reflejen la diversidad del genoma
completo. Asi, la regiéon 5’NC es la mas conservada y por tanto preferida para el
diagnostico de la infeccion por HCV y asegura la tipificacién a nivel genotipo
viral. En cambio, las regiones del core, envoltura y NS5B son menos
conservadas y por tanto, posibilitan una mayor discriminacion y mads exacta

subtipificacion (Ghany et al., 2009; EASL, 2011).

1.8 Terapia Antiviral

El objetivo de la terapia de la hepatitis cronica C es erradicar o disminuir
en forma significativa y sostenida la replicacién viral. De esta manera se puede
lograr una mejoria de la lesién hepética y prevenir la evolucion a formas mas
severas de la enfermedad. Por otra parte, la curaciéon de la infeccion implica la
eliminacién del riesgo de contagio a otras personas. A pesar de los
significativos logros alcanzados recientemente, el tratamiento de la hepatitis C
cronica aun presenta numerosos inconvenientes en cuanto a su efectividad,
contraindicaciones y efectos colaterales.

El tratamiento es recomendado a pacientes que poseen un riesgo

incrementado de progresion de la enfermedad hepatica crénica, tales como
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niveles elevados de transaminasas séricas, viremia de HCV y al menos fibrosis
portal o moderada inflamacién hepatica, observado en la biopsia. Sin embargo,
existen muchos pacientes infectados con HCV que no poseen estos hallazgos
clinicos y en ellos la implementacion de la terapia es controvertida. El
tratamiento en estos pacientes debe ser considerado de manera individual.

En la actualidad, el tratamiento se basa en la combinacién de interferén
alfa pegilado (PEG-IFN) y ribavirina (RBV) (Hoofnagle et al., 2006). Los
genotipos de HCV deben ser sistematicamente determinados antes de iniciar la
terapia, ya que de ello depende la indicacién, duracién de la misma y la dosis de
RBV que se administra (Reddy et al., 2009). Esta combinacién de f&rmacos debe
ser indicada durante 24 semanas en los genotipos 2 y 3 y durante 48 semanas en
genotipos 1y 4. Dicha combinacién es sumamente exitosa con los genotipos 2 y
3, obteniendo una respuesta virolégica sostenida (RVS: definida como la
ausencia de ARN de HCV en suero por un método cuantitativo después de las
24 semanas del tratamiento) entre el 76% y el 82% de los pacientes
(Hadziyannis et al., 2004). Existe una marcada evidencia de que un tratamiento
de 24 semanas produce iguales tasas de RVS que uno de 48 semanas (Jacobson
et al., 2007). De todos modos estas tasas de RVS en los pacientes infectados con
genotipo 1, son menores, donde solo entre el 42% al 46% de los pacientes obtiene
SVR al cabo de las 48 semanas de terapia combinada (Abenavoli et al., 2011).

Los tiempos de tratamiento pueden acortarse o prolongarse de acuerdo a
lo observado en los resultados de la cinética viral rapida (RVR) del HCV
(definida por la ausencia de deteccion del ARN de HCV en la semana 4 de
tratamiento) (Reddy et al., 2009). Asi, actualmente se estd considerando como el
mejor predictor de RVS a alcanzar la RVR. Se ha demostrado que en personas
que presentan RVR, el porcentaje de RVS es de aproximadamente 90%,
independientemente del genotipo infectante. Por lo tanto, en las ultimas

recomendaciones para el tratamiento de personas con Hepatitis C, de la
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direcciéon de SIDA y ETS del Ministerio de salud de la Nacion (Ministerio de
Salud de la Nacién, 2011) se confirma que la presencia de una RVR permite
considerar el acortamiento de la terapia (a 24 semanas en determinadas
personas con genotipos 1 y 4; a 16 semanas en determinadas personas con
genotipos 2 y 3). En contraste, ante la ausencia de RVR se debe considerar la
prolongacién de la terapia (a 48 semanas en personas con genotipos 2y 3; a 72
semanas en personas con genotipos 1 y 4) de acuerdo a ulteriores resultados en
los estudios de ARN de HCV en semanas 12 y 24.

Actualmente, el desarrollo de nuevos agentes antivirales esta focalizado
hacia la particula viral o hacia las proteinas involucradas en la replicacién. Es
asi, que las recientemente aprobadas drogas de accion directa (telaprevir y
boceprevir) son dos agentes inhibidores de la NS3/4A serin-proteasa (Ghany et
al., 2011). Atn quedan mas por aprobar, y otras que estan en desarrollo.
Ninguna de estas drogas debe utilizarse de manera individual si en forma de
triple terapia, las tasas de respuesta para los HCV-1 son similares a la doble
terapia (PEG-IFN / RVB) aunque se reducen considerablemente los tiempos de
administracién (Liang et al., 2013).

Recientemente, la Administracion Nacional de Alimentos, Medicamentos
y Tecnologia Médica (A.N.M.A.T) aprobé la introducciéon de dos nuevos
antivirales (telaprevir o boceprevir) para el tratamiento de HCV genotipo 1. Por
tanto se implementard una terapia triple en portadores de genotipo 1,
agregando a la combinacién actual alguno de ellos (Abenavoli et al., 2011; Ploss

et al., 2012; Liang et al., 2013).

1.9 Coinfeccion con HCV/HIV

La hepatitis C crénica es actualmente una de las principales causas de

morbilidad y mortalidad en los individuos infectados por el HIV, especialmente

Fa’gi na | 24



|ntroduccion

201%

en areas donde la prevalencia de UDEV es elevada, como es el sur de Europa y
algunas ciudades de la costa este de Estados Unidos (Weber et al., 2006; Nufiez
et al., 2010). La coinfecciéon con HIV se asocia a un incremento en la viremia del
HCV entre 2 y 8 veces mayor a la existente en individuos infectados sélo con
HCV. Esto conlleva a la disminucién de la tasa de eliminacién del virus, a una
progresion mas répida de la enfermedad hepética y a una mayor incidencia de
cirrosis (Laufer et al., 2007; Soriano et al., 2008a; Soriano et al., 2008b; Soriano et

al., 2011; Barreiro et al., 2012).

1.9.1 Epidemiologia y vias de transmisién

Se estima que a nivel mundial 20-25% de los individuos infectados con
HIV presentan coinfeccion con HCV (Rockstroh et al., 2004; Soriano et al., 2011).
Es decir que existen en el mundo aproximadamente 10 millones de individuos
infectados con ambos virus (Lacombe et al., 2012).

Como HCV es transmitido con alta eficacia por via parenteral
(directamente por el contacto de sangre infectada a sangre del receptor), la
prevalencia de coinfeccién con HCV en diferentes paises, regiones y poblaciones
estd estrechamente relacionada a la prevalencia de infeccién en poblaciéon de
HIV que usualmente es UDEV.

Estudios realizados entre pacientes infectados con HIV de Europa,
Australia y USA, mostraron que al menos uno de cuatro individuos estaba
coinfectado con HCV (Lacombe et al., 2012). De la misma forma, Operanski et
al., (2011) reportaron que en poblaciéon infectada con HIV, UDVE de Estados
Unidos y Europa del Este la prevalencia de HCV fue entre 72% - 95%, entre
hombres que tienen sexo con hombres (MSM) fue de 1% a 12% y de 9% a 27% en
heterosexuales. Evidencia reciente indica que probablemente este tipo de

transmision se deba a traumatismos de la mucosa rectal, especialmente cuando
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estdn coinfectados con HIV. Paraddjicamente se ha notado el incremento de la
transmision sexual de HCV en paralelo al aumento de disponibilidad de la
terapia HAART, sugiriendo una probable falsa sensacién de seguridad por parte
de estos pacientes (Zaltron et al., 2012; Marongiu et al., 2012). Recientemente, un
estudio espafiol reportd que en poblacion infectada con HIV la seroprevalencia
de HCV fue del 21,8%. De la poblacién total estudiada la mayor prevalencia era
de inmigrantes de Europa del Este (459%) seguido de inmigrantes de
SubSahara Africano (10,1%), América del Norte (16.4%) y Sudamérica (4.9%)
(Perez Cachafeiro et al.,, 2011). Estudios desarrollados en Buenos Aires,
Argentina presentan prevalencias de coinfeccion HCV/HIV en UDEV muy
diversas que van del 32% al 58%, de 28% en heterosexuales y 11.2% entre
hombres que tienen sexo con hombres (Laufer et al., 2007; Quarleri et al., 2007).

A pesar de las diferencias encontradas en la literatura, hay suficientes
datos que sugieren que la via de transmisién sexual de HCV puede ocurrir, pero
que el virus no es eficientemente diseminado por esta via (Pasquier et al., 2006).
Sin embargo, entre individuos infectados con HIV la transmisioén sexual de HCV
parece ser més eficiente, y esto se deberia a que la presencia de HIV y la
concomitante inmunosupresién, incrementaria la replicacion de HCV
(Bonancini et al., 2000; Pasquier et al., 2003; Pando et al., 2004; Alter, 2006). En
general, sujetos coinfectados HCV/HIV demuestran mayores niveles de cargas
virales para HCV en suero e higado (CDC, 1998; Eirea et al., 2005). Sin embargo,
el mecanismo exacto por el cual el HIV incrementa el riesgo de transmisién por
estas vias no es completamente conocido. Asimismo, se sugiere que en pacientes
coinfectados con alta carga viral para HCV, el riesgo de transmisiéon por vias
alternativas a la parenteral podria incrementar.

Estudios recientes han demostrado la presencia de ARN de HCV en

saliva de individuos monoinfectados (HCV) o coinfectados (HCV/HIV), la cual
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ha sido sugerida como otra posible via de infeccién por HCV (Eirea et al., 2005;

Gonsalvez et al., 2005; Lopez Menezes et al., 2012; Cruz et al., 2012).

1.9.2 Coinfeccion HCV - HIV: implicancias en el diagndstico, la clinica
y el tratamiento.

La coinfeccion HCV/HIV constituye un tépico sustancial para la salud
publica mundial ya que HCV incrementa su prevalencia en este grupo. Ademads
el manejo de los pacientes infectados con ambos virus es muy complejo y la
eficacia del tratamiento es limitada. El gran namero de efectos adversos que
posee la terapia anti-HCV sumado a la potencial hepatotoxicidad de la terapia
antiretroviral altamente activa (HAART), y a la falta de claridad en el
conocimiento de los efectos que la infeccién por HCV posee sobre la progresion
de la enfermedad y el tratamiento de HIV, dificultan atn mas el seguimiento de
este grupo de pacientes (Torriani et al., 2004; Operalski et al., 2011).

La introducciéon de la terapia HAART a fines de los ‘90 condujo al
mejoramiento de la funcién inmune de los pacientes infectados con HIV y por
tanto, a la disminucién de las tasas de mortalidad por SIDA y enfermedades
relacionadas con infecciones oportunistas, lo que llevé a un incremento de la
expectativa de vida en estos pacientes. Desde ese momento otras causas de
morbilidad y mortalidad, como la enfermedad hepatica debido a HCV, han
emergido como causa importante de muerte en individuos coinfectados
HCV/HIV. Asi, se estima que mas del 60% de los individuos infectados con HIV
que deben recibir transplante hepatico poseen HCV como la principal causa de

falla hepatica (Sherman, 2004).
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1.9.3 Diagndstico de la hepatitis C en pacientes infectados con HIV

En el algoritmo general de diagnéstico de HCV se recomienda realizar
screening o tamizaje de anticuerpos anti-HCV como primer ensayo de deteccién
viral (EASL 2011). Sin embargo, en este grupo de pacientes es frecuente obtener
resultados falsos negativos debido a la presencia de seroconversiéon tardia
(periodo ventana). En este periodo los anticuerpos especificos no son detectados
a pesar de que el virus estd presente en la sangre. El estado previo a la
seroconversion puede ser tan extenso como de 6 a 12 meses en pacientes
inmunosuprimidos (Ghany et al., 2009; Soriano et al., 2011). Por tanto, a pesar
de la recomendacion de realizar el screening serolégico anti-HCV en los
pacientes infectados con HIV, la deteccion de ARN puede ser requerida. Cabe
destacar, que aproximadamente el 80% de los pacientes infectados con HIV
presentan ARN- HCV detectable en suero por lo que actualmente en individuos
inmunosuprimidos, las guias recomiendan la deteccién de ARN - HCV adn con

test anti-HCV negativos (Soriano et al., 2008b; Ghany et al., 2009; EASL 2011).

1.9.4 Influencia del HCV sobre la progresiéon de HIV y sobre la eficacia
de HAART

Existen resultados discordantes en los estudios que han reportado la
influencia del HCV sobre la progresion de la infecciéon por HIV (Sulkowsky et
al., 2002; Operalsky et al.,, 2011). La activacién inmunitaria persistente que
ocasiona la infeccion crénica por HCV podria facilitar la transcripcion del HIV
en los linfocitos T infectados, provocando una destruccién mas rapida de los
mismos. Ademds, se ha demostrado que el HCV es capaz de infectar los
linfocitos T, acelerando su muerte. Existe disparidad de resultados acerca de la

posible influencia negativa de la infeccion por HCV sobre la reconstituciéon
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inmunitaria de los pacientes que inician HAART. El inicio de la terapia HAART
generalmente produce una rapida reduccién de los niveles de ARN de HIV e
incrementa la cantidad de células CD4 reconstituyendo la respuesta
inmunolégica (Rallon et al., 2011). Existen reportes que muestran la influencia
negativa ejercida por HCV en la eficacia de la respuesta HAART en pacientes
coinfectados. (Greub et al., 2000; Soriano et al., 2011; Rallén et al., 2011). En
contraste, otro estudio no reconoce la influencia de HCV sobre la terapia anti-
HIV (Fuping et al., 2010).

Por otra parte, se ha postulado que HCV influye en forma negativa sobre
la infecciéon con HIV, aumentando la frecuencia de abandonos de la terapia
HAART e incrementando la toxicidad hepatica (Mocroft et al., 2005; Thein et al.,
2008). Se estima que alrededor del 10% de los pacientes coinfectados que
inician HAART deben suspender el tratamiento por la toxicidad hepatica
generada de la suma de la hepatotoxidad inherente al antirretroviral y la
producida por HCV (Soriano et al., 2011). Sin embargo, ciertos antirretrovirales
introducidos a la terapia, como raltegravir o maraviroc, producen dafio
hepético leve, de modo que la hepatotoxicidad utilizando estos farmacos, es

actualmente excepcional (Vispo et al., 2010).

1.9.5 Influencia de la infeccion por HIV sobre la hepatitis C crénica

La hepatitis aguda por HCV evoluciona a la cronicidad con mas
probabilidad en pacientes infectados con HIV, tanto més cuanto mas avanzada
es la inmunosupresion (Sherman, 2004). Una vez establecida la infeccién crénica
por HCV, los niveles de ARN-HCV son maés altos en pacientes coinfectados
HCV/HIV, tanto en higado como en plasma (Operalsky et al., 2011). Esto

llevaria a que la progresion de la fibrosis hepética se acelere en los pacientes
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coinfectados HCV/HIV cuando la inmunosupresion es mas profunda. Es decir
la enfermedad hepatica terminal y el posible desarrollo de hepatocarcinoma
ocurre antes en estos pacientes que en lo monoinfectados con HCV (Martin

carbonero et al., 2004; Puoti et al., 2004; Nufez 2010; Operalsky et al., 2011).

1.9.6 Tratamiento de la hepatitis crénica C en pacientes infectados por el
HIV

El tratamiento de la hepatitis crénica C en los pacientes infectados por el
HIV es una prioridad por 3 motivos fundamentales. Primero, por la mas rapida
progresion a cirrosis; segundo, por la peor tolerancia y mayor probabilidad de
riesgo de hepatotoxicidad o supresion del tratamiento en presencia de hepatitis
crénica C. Por altimo, por el efecto deletéreo de la estimulaciéon inmunolégica
persistente que supone la replicacion incontrolada del virus C sobreafiadida a la
enfermedad por HIV (Alter 2006; Soriano et al., 2011).

En la Gltima década han aparecido varios estudios que han demostrado
la seguridad y eficacia del tratamiento con Interferén pegilado (peglFN) y
ribavirina (RBV) en los pacientes coinfectados. Muchos de esos trabajos
recomiendan el tratamiento durante 12 meses en todos los pacientes con altas
dosis de RBV, independientemente del genotipo del HCV (Abenavoli et al.,
2011; Ploss et al., 2012).

Por otro lado, debido a que el peg IFN + RBV tiene un porcentaje de éxito
de solo el 40-50% en lo pacientes monoinfectados y cerca del 30% en los
coinfectados varias drogas mas efectivas se estdn desarrollando. Los mas
promisorios son los inhibidores de proteasas telaprevir y boceprevir, los cuales
han sido aprobados durante el 2012 para su préctica clinica (Rodriguez et al.,

2010; Operansky et al., 2011; Ploss et al., 2012).
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Los nuevos antivirales son particularmente esperados para los pacientes
dificiles de tratar y, sin duda, en este grupo figuran en primera linea los
pacientes coinfectados por HIV. De algian modo, el afo 2011, para HCV,
recuerda al afio 1996, cuando irrumpié la terapia triple antirretroviral en el
manejo del HIV. No hay duda de que, de modo parecido, estamos ante un
antes y un después en el tratamiento de la hepatitis C. Sin embargo, los nuevos
antivirales de acciéon directa presentan enormes desafios en la poblaciéon
coinfectada, que deben resolverse de modo adecuado antes de que se produzca
un uso indiscriminado de éstos. Las interacciones medicamentosas figuran entre
los riesgos potenciales mas importantes, dado que pueden conducir a infra o
supraexposicion a estos farmacos, con el riesgo consiguiente de toxicidad o falta

de eficacia, respectivamente.
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2. Objetivos Generales y Especificos.

2.1 Objetivo general

V' Estudiar la prevalencia y la diversidad genética de la infeccion por HCV en
individuos coinfectados con HIV de Cordoba, evaluar su influencia en la terapia
antiretroviral (HAART) y en la transmision de HCV; y detectar los posibles

cambios locales en el patrén molecular de HCV en los uiltimos 10 arios.

2.2 Objetivos especificos

V' Estudiar la prevalencia de HCV en individuos coinfectados HCV/HIV de
Cordoba.

v Identificar los factores de riesgo asociados a la infeccion por HCV en las dos
poblaciones estudiadas.

v' Evaluar la influencia de la infeccion por HCV y de otros factores clinicos-
epidemioldogicos en la respuesta inmunologica y wvirologica a HAART en
individuos infectados con HIV.

v' Detectar ARN HCV en diferentes fluidos bioldgicos (saliva, hisopado
endocervical, semen y CMSP) y establecer asociaciones entre la deteccion de
HCV y los factores virales y del huésped, en individuos infectados con HCV o
coinfectados HCV/HIV.

v' Establecer el patron genotipico de la infeccion por HCV en individuos
coinfectados de Cordoba y compararlos con el hallado en individuos
monoinfectados.

v' Identificar los eventos epidemioldgicos involucrados en su transmision y los
posibles cambios en la epidemiologia molecular en los uiltimos 10 arios.

v' Profundizar en la epidemiologia molecular del virus HCV genotipo 1 (HCV-1).

V' Aplicar la técnica de secuenciamiento directo para genotipificar con exactitud y

subtipificar los aislamientos de HCV.
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V' Analizar la diversidad genética del genotipo HCV-1, subtipos 1a y 1b en

aislamientos de Cordoba.

v' Establecer el origen vy dindmica del proceso de infeccion en la poblacion

estudiada.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Muestras analizadas

Muestras de suero o plasma provenientes de individuos atendidos en
diferentes nosocomios de la ciudad de Cérdoba

Pacientes infectados con HCV

En el periodo de septiembre de 1999 a agosto de 2009 fueron procesadas
en el Instituto de Virologia “Dr. J. M. Vanella” de la Facultad de Ciencias
Médicas de la Universidad Nacional de Cérdoba (InViV) 349 muestras de suero
o plasma con serologia positiva para HCV. Las muestras pertenecian a
individuos con cuadro clinico y/o bioquimico sugestivo de hepatitis viral aguda
o crénica no A, no B. Dichas muestras fueron remitidas al InViV para la
confirmacién diagnostica de infecciéon por HCV mediante métodos de biologia

molecular como lo recomienda el dltimo consenso nacional de hepatitis.

Pacientes infectados con HIV

Se parti6 de un total de 558 de individuos HIV positivos atendidos en el
Hospital de Nacional de Clinicas. Todas las muestras y registros de datos fueron
provenientes de pacientes habitantes de Cérdoba (2003- 2007). Para el estudio
de prevalencia y genotipificaciéon se dividi6 el estudio en dos periodos segin

ano de recoleccion:
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a) Entre febrero 2003- febrero 2004 se estudiaron 320 individuos
infectados con HIV (275 hombres; edad media 35,2 afios, (r= 15-68) y 45 mujeres;
35,3 afos, (r=13-61).

b) Entre diciembre 2004- julio 2007 se parti6 de un registro total de 238
individuos: doscientos hombres promedio de edad 39,2 afios, (r = 21-70 afios) y

treinta y ocho mujeres (promedio de edad 38,8 afios, r = 23-67afios).

3.1.1. Estudio de la influencia de la infeccién por HCV y otros factores clinico-
epidemiolégicos en la respuesta virolégica e inmunoldgica al tratamiento
HAART en individuos infectados con HIV.

Para evaluar la influencia de HCV y la asociacién independiente de
factores clinicos y epidemiolégicos a la respuesta virologica e inmunoldgica a
HAART, se realizé un estudio retrospectivo, observacional en una cohorte de
individuos adultos infectados con HIV atendidos en el consultorio de
infectologia del Hospital Nacional de Clinicas de la Ciudad de Cérdoba (2004-
2007). Para su ejecucion, se recurrié a los registros médicos proporcionados por
el responsable del servicio hospitalario y se tomaron datos epidemiolégicos y
clinicos, los cuales, fueron recolectados al inicio y al menos 2 o 3 medidas al afio
durante 48 meses. Los individuos participantes del estudio debian ser mayores
de 18 afios y también contar con el dato cuantitativo de células CD4 y la carga
viral de HIV antes del comienzo de la terapia HAART (definida como un
régimen que consistié en al menos 3 drogas antirretrovirales, incluyendo algtn
inhibidor nucleosidico de la transcriptasa reversa, o un inhibidor no
nucleosidico de la transcriptasa reversa, y/o un inhibidor de proteasas). Los
pacientes fueron considerados candidatos para HAART: 1) si tenian sintomas

compatibles con las categorias B o C de la clasificacion CDC (o marcadores o
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enfermedades oportunistas no contempladas en este criterio de clasificacioén), o
con el estadio 3 y 4 del sistema de clasificacion de OMS, 2) los pacientes
asintomaticos con recuentos de CD4, menor a 200 células/ml o entre 200-350
células/ml, 3) los pacientes asintomaticos, con elevados niveles de ARN del HIV
(>100 000 copias / ml).

Se excluyeron del estudios pacientes con un consumo de etanol
0,50g/dia, coinfecciéon con hepatitis B, con enfermedades hepéticas de causa no
infecciosa o una adherencia al HAART < 95%. Las tasas de adherencia a
HAART se reportaron por el médico participante del estudio y se bas6 en la
proporcioén de veces en que fueron retiradas las drogas antiretrovirales sobre el
total de tiempo en la que se dispensaron las mismas. Ningtn paciente recibié

tratamiento antiviral para HCV.

Variables analizadas. Datos clinico - epidemioldgicos

Se consideraron para la inclusion en el modelo multivariado las
siguientes covariables: sexo, edad al momento del diagnéstico de HIV (>40 afios
vs. <40 afios), estadio clinico de la enfermedad acorde a la OMS, régimen
HAART utilizado e infeccién por HCV.

Los siguientes datos y resultados clinicos se usaron en el andlisis de la
respuesta a la terapia: a) respuesta inmunolégica al tratamiento: definido como
un incremento sostenido en la cantidad de células CD4+ (>350 cel/mL desde el
inicio al término del seguimiento); b) respuesta virolégica: definida como la
disminucion sostenida de la carga viral /ARN de HIV (<50 copias/mL desde el

inicio al término del seguimiento).
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3.1.2. Estudio de deteccion de HCV en Fluidos Biolégicos:

Para el estudio de deteccion de HCV en fluidos biol6gicos (semen,
hisopado cervical, saliva y CMSP) se invit6 a participar voluntariamente (previo
consentimiento informado) a todos los pacientes que resultaron crénicamente
infectados con HCV para la extraccion de una nueva muestra de sangre y para
la obtenciéon de fluidos biolégicos. En todos los casos, se les dieron
respectivamente a los participantes del estudio las indicaciones
correspondientes para la toma de las muestras. Del total acudieron a la nueva
cita 37 pacientes. Dieciséis de ellos estaban coinfectados con HIV (21 hombres;
edad promedio 41,8 afios, rango: 23-59 y 16 mujeres edad promedio 42,5 afios,
rango: 23-61). Todos los sujetos tenian ARN de HCV detectable en suero por RT-
Nested PCR y no estaban bajo ningtn tipo de tratamiento antiviral (Tabla 1).

Las muestras de suero fueron nuevamente analizadas a fin de confirmar
la viremia en el mismo momento en que se tomo la muestra de fluido biolégico.
La muestra de fluido biolégico fue procesada (segun el tipo de fluido Ver 3.2.2)

y almacenada en un freezer a -70°C hasta la deteccion del ARN viral.
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Tabla 1: Caracteristicas de la poblaciéon de estudio y determinacion del genotipo

de 37 pacientes infectados con HCV (ARN+) de Coérdoba, Argentina.

HCV HCV/HIV
Variables mono infectados co-infectados
(n=21) (n=16)
Edad (promedio) 45 38
Sexo
Masculino 10 11
Femenino 11 5
Riesgo Parental
Transfusion 6 2
UDEV 3 13
Cirugia 13 5
Riesgo Incierto* 6 2
HCV Genotipos
Genotipo 1 10 13
Genotipo 2 9 1
Genotipo 3 2 2
Carga viral HCV(promedio) log 4,6 5,6

* Historia de atencion dental, inyecciones no seguras, transmision familiar (compartir hojas de

afeitar, cepillos de dientes y peines), tatuaje, multiples parejas sexuales, Hombres que tienen

sexo con Hombres (HSH). UVDE, Usuario de Drogas endovenosas.

Pagina | 40



Matcrialcs y Métodos | 2013

3.1.3a. Estudio del perfil epidemiolégico molecular de HCV

Para evaluar el perfil epidemiolégico molecular de los genotipos
de HCV en Coérdoba y determinar los posibles cambios en la distribuciéon de
genotipos y sus determinantes en la region central de Argentina se partié de 311
individuos (273 monoinfectados y 38 coinfectados HCV/HIV) que fueron
confirmados positivos para HCV en el Instituto de Virologia de la Universidad

de Cérdoba, Argentina (1999-2009).

3.1.3b. Analisis de Incidencia de los genotipos.

El total de muestras HCV positivas analizadas fue 318 de las cuales 147
fueron HCV-1, 132 HCV-2 y 18 HCV-3, respectivamente. En el resto no se pudo
identificar el genotipo.

Se estudi6 la incidencia de los genotipos HCV-1, HCV-2 y HCV- 3 por
afo, y luego se correlacioné dicha distribucién con los diferentes factores de

riesgo relacionados a la infeccién con HCV en cada caso (métodos 3.2).

3.1.3c. Estudio de diversidad genética de los subtipos 1la y 1b: filogenia y
filogeografia.

Del total de muestras genotipificadas se seleccionaron aquellas que
resultaron ser HCV-1 por restriccién enzimética de dicha region (RFLP). Luego
de confirmar los diferentes genotipos y subtipos por secuenciamiento, se
incluyeron para los andlisis de filogenia, filogeografia, coalescencia y reloj
molecular 21 secuencias HCV-1a de la region NS5B y 39 de HCV-1b. De la
region E2 se utilizaron para los andlisis 9 secuencias HCV-1a y 12 HCV-1b.

Para el andlisis de filogeografia, las secuencias se agruparon segun su

ubicacion geografica en: secuencias de Cérdoba Capital y Gran Cérdoba (CBA)
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y secuencias de otras localidades como Cruz del Eje, Villa Maria, Rio IV, etc.

(OLQ).
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3.2 METODOS

3.2.1. Extraccion de ARN de suero o plasma

La extraccion de ARN se realizé utilizando el reactivo comercial Trizol®
(Invitrogen BRL) de acuerdo al siguiente protocolo:
1. A cada tubo de reacciéon de 1,5 ml se adicion6 10 ug (1 ul de tRNA a 10

nug/mL), 0,75 ml de la solucién de Trizol (a temperatura ambiente) y 200
pl de cloroformo. Posteriormente, se agregaron 150 pl de la muestra
(suero o plasma).

2. Las muestras fueron homogeneizadas, una a una, mediante el uso de un
vortex durante 1-2 minutos.

3. Luego de una incubaciéon de 20 minutos a temperatura ambiente las
muestras fueron sometidas a una centrifugacion a 14.000 rpm durante 15-
20 minutos, a 4°C.

4. La fase acuosa obtenida en la fase superior se transfirié a nuevos tubos
que contenian igual volumen de isopropanol, a 10°C. Después de una
rapida y suave homogeneizacién (por inversién de los tubos), la solucion
fue incubada a - 20°C, toda la noche o, alternativamente, a temperatura
ambiente durante 2 hs.

5. El ARN precipitado fue centrifugado a 14.000 rpm por 15-20 minutos, a
4°C, luego se descartd el sobrenadante y se obtuvo un sedimento de
ARN.

6. El sedimento fue lavado con 600 pl de etanol al 75% (a 10°C) y
centrifugado nuevamente a 14.000 rpm por 5-15 minutos, a 4°C.

7. Los tubos que contenian el ARN se mantuvieron abiertos a temperatura
ambiente durante 10-20 minutos para permitir que se seque.

8. El sedimento de ARN se resuspendi6 en 20 ul de agua libre de RNAsas
estéril (mili Q, tratada con DEPC).
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Observacion: La técnica de extraccion de ARN se realizé bajo campana de seguridad biologica,
decontaminando previa y posteriormente la superficie de trabajo con luz ultravioleta. Durante todas las
etapas de lavado e hidratacion del ARN, las muestras fueron mantenidas en bario de hielo. Las muestras de
ARN fueron sometidas, inmediatamente a transcripcion inversa para la sintesis de ADNc o almacenadas

a - 70 °C hasta su procesamiento.

3.2.2. Preparacién de fluidos biolégicos:

Meétodo de obtencion y preparacion del Semen, plasma seminal (PS) y Células

La muestra se obtuvo por masturbaciéon con 2/3 dias de abstinencia
sexual. Posteriormente, dentro de las 3hs de obtenida, se remiti6é refrigerada
(4°C) al InViV, donde se coloc6 en un tubo eppendorf de 1,5ml. Se centrifugé a
1.500 r.p.m durante 10 min., se tomo el sobrenadante, se lo alicuoté y almaceno
a -70 °C. Las células seminales se obtuvieron a partir del pellet al que se le

agreg6 1ml de medio esencial minimo (MEM).

Meétodo de preparacion de la saliva (SA)

Se colecté una salivaciéon en un recipiente libre de restos de alimentos, y
sin secrecién nasal. Se observo la ausencia de sangre macroscopica. La muestra
de saliva se diluy6 en PBS estéril en una dilucién factor 2 en el mismo frasco
estéril. Luego, se trasvas6 el material a un eppendorf de 1,5ml y se centrifugo
durante 10min. a 1.200 r.p.m. Finalmente, se almacené a -70 °C hasta su

procesamiento.

Metodo de preparacion del Hisopado Cervical (HC)

Se obtuvo la muestra mediante un hisopado cervical del canal vaginal

con hisopo de dracén estéril (Baxter Scientific, McGaw Park, IL). En todos los
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casos se indic6 una abstinencia sexual de 2/3 dias. La muestra se proces6 dentro

de las 3 hs de obtenida de la siguiente forma:

1.

El hisopo se sumergié en una solucién de 3ml de PBS estéril (pH 7,5) y
se mantuvo refrigerada (4 °C) hasta su llegada al laboratorio.

Luego se trasvaso a tubos eppendorf y se vortere6 durante 20 seg.,
luego se procedié a centrifugacion durante 15 min a 1800 r.p.m.
Finalmente se recogi6 el sobrenadante y se almacené a -70 °C hasta su

procesamiento.

Metodo de Ficoll-hypaque para la separacion de las células mononucleares de sangre
periférica (CMSP)

La separacion de CMSP se realiz6 de acuerdo al siguiente procedimiento:

3.

Se realiz6 una dilucién factor 2 de la sangre anticoagulada en PBS
estéril.

Luego se agrego la sangre diluida a 3 ml de ficoll por las paredes del
tubo tratando de no romper el gradiente.

Posteriormente, se procedi6é a centrifugaciéon durante 30 min. a 2.000
r.p.m. Luego se tom¢ la nube de glébulos blancos.

Se lavaron las células 3 veces con PBS estéril, en las condiciones del
paso anterior.

Finalmente, después de contar las células y estimar una cantidad
aproximada de 10¢ células por mililitro, se tomaron dos alicuotas: una
se reconstituy6 con 1ml de medio RPMI y almacené a -70 °C hasta su
procesamiento y la otra se la almacené en condiciones 6ptimas para

su posterior cultivo celular, en tanque de nitrégeno liquido.
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3.2.3 Extraccion de ARN de fluidos bioldgicos: plasma seminal (PS), hisopado
cervical (HC), saliva (SA) y células mononucleares de sangre periférica

(CMSP)

Para la extracciéon de ARN se utilizo el método comercial QIAamp Viral

RNA Kit (QIAGEN; Tecnolab, Argentina) de acuerdo al siguiente

protocolo:

1.

Se colocaron 560 pl de buffer AVL+ carrier en un tubo eppendorf de
1,5 ml.

Al tubo anterior se agregaron 140 pl de fluido biolégico (PS, HC, SA),
y se mezcl6 con vortex 15 seg.

Se incub¢6 a temperatura ambiente (15-25°C) durante 10 min. Y luego
se centrifugd brevemente, para remover las gotitas en al tapa del tubo.
A la muestra se le agreg6 560 pl de etanol (96-100%), se mezcl6 con
vortex durante 15 seg. Y luego se procedi6 a una centrifugacién breve,
para remover las gotitas en al tapa del tubo.

Luego se transfiri6 630 pl de la solucién del paso 4 en la columna
Qiamp Mini Spin para luego centrifugar durante 1 min. a 6.000 r.p.m.
Se coloco la columna en un tubo nuevo de 2ml y se descarté el tubo
con su filtrado.

Después de repetir el paso 5 se agregd 500 pl del buffer AW1, se
centrifugé durante 1 min. a 6.000 r.p.m. y posteriormente, se coloco la
columna en un tubo nuevo de 2ml descartando el tubo con su filtrado.
Se repiti6 el paso 6 pero con el agregado de 500 pl del buffer AW2.
Luego, se centrifugd el tubo durante 3 min. a maxima velocidad
(14.000 r.p.m.). Al finalizar, se coloc6 la columna en un tubo nuevo

para eliminar la posibilidad de arrastrar buffer AW2.
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8. Se coloc6 la columna en un tubo eppendorf nuevo de 1,5ml y se
agreg6 60 pl de buffer AVE (equilibrado a temperatura ambiente), se
incubé a temperatura ambiente 1 min. y centrifugé a 6.000 r.p.m.
durante 1 min.

9. Finalmente, se descart6 la columna, y almacené el ARN viral (eluido)

a -20 0 -70°C hasta su procesamiento.

3.2.4. Sintesis de ADN complementario (ADNCc). Reaccién de transcripcién
inversa (RT):

Los fragmentos de ADNc de HCV se sintetizaron a partir de 10 pl de
ARN, en presencia de 200U de la enzima transcriptasa inversa MMLV
(Moloney Murine Leucemia Virus; Promega, Madison, WI), 0,2mM de dNTPs,
10U /ul de Inhibidor de RNAsas (RNase OUT; Invitrogen, Carlsbad, CA) y 10
pmol de “random hexdmeros primers” (oligonucledtidos hexaméricos que
hibridan al azar) o del oligonucleétido externo de polaridad negativa -K11las-
en un volumen final de 20 ul. Las muestras fueron incubadas a 37°C durante 60

minutos y posteriormente colocadas en un bafio a 65°C, durante 5 min (Ré et

al., 2003).

3.2.5. Reaccion de PCR de la Region 5'NC:

Los fragmentos de ADN (5 pl) fueron amplificados en presencia de 0,2
mM de cada uno de los respectivos oligonucleétidos externos S1K10 y A1K11
(Tabla 3) de 0,8 mM de dNTPs, 3 mM de MgCI2 y 1 unidad de enzima Taq
polimerasa (Invitrogen, Life Technologies, Carisbad, CA) en volumen final de
50 pL. Luego de una etapa inicial de desnaturalizaciéon a 94°C durante 2

minutos, el ADN fue sometido a 30 ciclos a 94°C durante 30 segundos, 50°C
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durante 45 - 90 segundos y 72°C durante 2 minutos, seguidos por una etapa de

extension final a 72°C por 7 minutos.

Reaccion de Nested -PCR: La segunda etapa de amplificacion
(Nested - PCR) se realiz6 a partir de 1 pL del producto de la PCR I, en presencia
de los oligonucledtidos internos (52K15 y A2K16) en las mismas condiciones de
la primera amplificacion (Tabla 3).

La detecciéon de los productos de Nested - PCR se realiz6 mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1,5% conteniendo 0,5 pL/mL de bromuro de
etideo. La visualizacién de los productos de 280 pb amplificados se examinaron

mediante el uso de un transiluminador ultravioleta (Sigma).

3.2.6. Amplificacion de la Regién NS5B

Se amplific6 la regiéon no estructural 5B (NS5B) mediante una Nested-
PCR descrito por Chen y Weck, 2002 (Tabla 3), para subtipificar las muestras
que habian sido genotipificadas previamente. Para tal fin, se parti6 del ADNc
previamente sintetizado con random hexameros primers (ver 3.2.4) o del
material original siguiendo los pasos de extraccion y sintesis de ADNc segtn lo
descripto en las secciones 3.2.1-4 Los productos obtenidos se sometieron a

secuenciacion y posterior andlisis filogenético.

3.2.7. Amplificacién de Region E1/E2

Se someti6 a la amplificaciéon de esta region a todas las muestras que
pudieron ser amplificadas para la regién NS5B. Bajo las condiciones de reacciéon
descriptas por Golemba et al.,, 2010, la secuencias de primers utilizados esta

descripta en la Tabla 2.
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Para tal fin, se parti6 del ADNc previamente sintetizado con random hexdmeros

primers (ver 3.2.4) o del material original siguiendo los pasos de extraccion y

sintesis de ADNc segtn lo descripto en las secciones 3.2.1/3.2.4. Los productos

obtenidos se sometieron a secuenciacion y posterior anélisis filogenético.

Tabla 2. Secuencia de nucleétidos de los primers utilizados en la amplificaciéon
de un fragmento de 280 pb de la regiéon 5’NC, de 380pb de la regiéon NS5B y de
610pb de la region E1/E2 del genoma de HCV.

Oligonucleétido Region  Secuencia (5'—3') Posicion Round
ES K10 5NC GGCGACACTCCACCATRR AT 6a25 I
EA K11 5NC GGTGCACGGTCTACGAGACC 329 a 310 I
ISK15 5'NC ACCATRRATCACTCCCCT GT 17 a 36 II
IA K16 5NC CAAGCACCCTATCAGGCAGT 295 a 276 11
ES NS5B NS5B TGGGGTTCTCGTATGATACCC 7904 a 7922 I
EA NS5B NS5B CCTGGTCATAGCCTCCGTGAA 8295 a 8275 I
IS NS5B NS5B GATACCCGCTGCTTTGACTC 7916 a 7935 11
IA NS5B NS5B CCTCCGTGAAGGCTCTCAG 8284 a 8266 II
ES E2-1a E1/E2  GGATATGATGATGAACTGGTC 1301 a1321 I
EAE2-1a E1/E2  ATGTACAGCCGAACCAGTTG 1982 a 2001 I
IS E2-1a E1/E2  GGACATGATCGCTGGTGCTCA 1376 a 1396 II
IAE2-1a E1/E2  TCCGCACACTTTGGTGAATCC 2016 a 2036 II
ES-1b E1/E2 ~ GGATATGATGATGAACTGGTC 1301 a1321 I
EA-1b E1/E2  GTGTAAGTGGCCTCRGGRTG 2125 a 2106 I
ISN 1b E1/E2  TGGGCTAAGGTYTTGRTTGT 1443 a 1462 I
IAN 1b E1/E2  GGGCAGATCAAGGTGTTRTT 2086 a 2067 I
IS1b E1/E2  TCCATGGTGGGGAACTGGGC 1428 a 1447 I
IA1b E1/E2  GAAGCAGTCCGTRGGRCA 2099 a 2082 I

Codigo de oligonucleotido, la primera letra indica la posicion en la secuencia blanco (E,

externa; I, interna) y la sequnda indica la polaridad (S,"sentido”;A, “antisentido”).

Ademis se agrega el subtipo de HCV (1 a 01 b).Secuencia patrén de HCV-1: AF009606.
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3.2.8. Determinacion de la carga viral para HCV en plasma

Se determind la cantidad de ARN HCV usando el método comercial
NASBA HCV QT (Organon Teknika, Boxtel, The Netherlands) segun las

indicaciones del fabricante.

3.2.9. Determinacién de los genotipos de HCV mediante Restriccion
enzimatica y andlisis de polimorfismo de los fragmentos largos de restriccion
(RFLP) de la region 5’NC.

Este ensayo fue aplicado a las muestras que resultaron ARN HCV
positivas por la técnica de RT- Nested PCR de la region 5’NC.

Las reacciones de transcripcion reversa y RT-Nested PCR se realizaron de
acuerdo a lo descripto anteriormente.

Los productos de PCR II de la regién 5"NC obtenidos fueron sometidos a
dos digestiones simultdneas, utilizando las enzimas Ava II y Rsal (Invitrogen,
Life Technologies, Carisbad, CA). Cada muestra de ADN (10ul) fue digerida con
5 unidades de cada enzima de restriccion adicionando 1pL de los respectivos
buffer de cada enzima en volumen final de 20 pl. Luego de una incubacién a
37°C durante 60 - 90 minutos, los fragmentos de restricciéon fueron sometidos a
una electroforesis en gel de agarosa al 3% en buffer TBE 1X adicionando 0,5
pL/mL de bromuro de etidio. La visualizacion de los fragmentos de restriccion
se realiz6 mediante el uso de un transiluminador ultravioleta (Sigma). Los
tamafios de los fragmentos obtenidos se compararon con un patrén de peso
molecular, ladder DNA de 25 pb (Invitrogen. Life Technologies, Carisbad, CA).
La identificacion de los genotipos 1, 2, 3a y 3b de HCV se logré evaluando el
perfil electroforético obtenido para cada muestra de acuerdo a los patrones

descriptos en la Tabla 3.

Fa’gina | 50



Matcrialcs y Métodos | 2013

Tabla 3: Tamafio de los fragmentos de restriccion obtenidos luego de la
digestiéon enzimatica de una fragmento de 280 pb de la regiéon 5 NC de HCV.

Interpretacion de los resultados.

Enzima RSA I: (GTAC)

Genotipo
1 2 3
Tamarfo 135bp 77bp 66bp
120bp 58 bp 68 bp
20bp 120bp 120 bp
20bp 20bp
Enzima AVA II: GG (A/T)CC
Genotipo
1 2 3a 3b
Tamafio 90bp 162bp 90bp 162bp
72bp 113bp 72bp 113bp
113bp 113 bp
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3.2.10. Caracterizacion gendmica de los aislamientos de HCV mediante
secuenciamiento directo y analisis filogenético

El ARN viral fue sometido a una transcripcién inversa y posteriormente
amplificado mediante Nested-PCR con primers correspondientes al fragmento
gendémico NS5B (380pb) y E1/E2 (610pb.).

Los productos obtenidos (95ul) fueron sometidos a wuna corrida
electroforética en gel de agarosa Low Melting (Sigma) al 1% tefiido con bromuro
de etideo.

Los productos de la Nested PCR fueron extraidos y purificados a partir
de la banda de tamafio molecular esperado extraida del gel, utilizando el equipo
comercial QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden, Germany) de acuerdo a
las especificaciones del fabricante.

Posteriormente, el ADN (4 pl) purificado fue sometido a una nueva
corrida electroforética conjuntamente con un marcador de peso molecular - Low
DNA MASS™ ladder (Life- Technologies, USA) - que permite establecer la
cantidad (ng/pl) aproximada de ADN presente en la muestra pre-
secuenciamiento.

El ADN purificado (150 ng/pl) fue sometido a la reaccion de
secuenciamiento directo con 5 pmol/ul de ambos primers, interno y externo.
Los productos de PCR fueron secuenciados en el laboratorio de servicios

Macrogen -Corea (www.macrogen.com).

Secuencias génicas

Para los analisis filogenéticos las secuencias fueron agrupadas por region

genoémica (NS5B y E2) y por grupos de relevancia bioldgica.
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Ademas de las secuencias propias del trabajo se utilizaron secuencias
obtenidas del GenBank para permitir el andlisis de nuestras secuencias en
distintos contextos.

Para estudiar el genotipo de las secuencias analizadas se utilizaron 34
secuencias de genomas completos de HCV, que forman el grupo de secuencias
de referencia que posee el sistema de genotipificacion viral del NCBI
(http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/ projects/ genotyping).

Las secuencias fueron visualizadas y editadas utilizando el programa
BioEdit v 7.0.9.0 (Hall, 1999).

La lista de secuencias de referencia usada y su cédigo de referencia son:
Subtipo 1a: AF009606, AF011751, AF271632; Subtipo 1b: D90208, AB04908S,
AF356827, AF139594; Subtipo 1c: D14853, AY051292; Subtipo 2a: D00944,
AF169004, AB047639, AB047641; Subtipo 2b: D10988, AF238486, AB030907,
AY232730; Subtipo 2c: D50409; Subtipo 2i: DQ155561, D86530, L48499; Subtipo
2k: ABO031663; Subtipo 3a: D17763, D28917, AF046866; Subtipo 3b: D49374;
Subtipo 3k: D63821; Subtipo 4a: Y11604; Subtipo 5a: Y13184, AF064490; Subtipo
6a: Y12083; Subtipo 6b: D84262; Subtipo 6d: D84263; Subtipo 6g: D63822;
Subtipo 6h: D84265; Subtipo 6k: D84264.

Filogenia

Para los siguientes andlisis se construyeron arboles filogenéticos por dos
métodos descriptos a continuacion.

Verosimilitud: Se seleccioné el modelo de sustitucion de nucleétidos que
mejor se ajustaba al alineamiento mediante el programa ModelTest 3.07 (Posada
y Crandall, 1998). Ademas del modelo que mejor se ajusta, este programa
informa de los valores mas verosimiles para cada uno de los parametros que

deban ajustarse en dicho modelo. Utilizando esta informacién se realiz6 una
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btisqueda heuristica del drbol mas verosimil mediante rearreglos del tipo NNI
(Nearest Neighbor Interchange) y SPR (Section Pruning and Reconnection) con
el programa PhyML versiéon 3.0 para Linux (Guindon y Gascuel, 2003) y se
evalu6 la medida del soporte de ramas por remuestreo (100 pseudoreplicas).
Distancia: Utilizando el programa MEGA 4 (Tamura et al.,, 2007) se
reconstruy6 la filogenia empleando métodos de distancia y neighbor joining
teniendo en cuenta el modelo de sustitucion de nucleétidos y los parametros
sugeridos por el programa ModelTest. Para evaluar el soporte de rama se

utilizaron 1000 pseudoreplicas de remuestreo.

3.2.11. Reconstruccion demografica

Los analisis de coalescencia se realizaron con el programa BEAST 1.7.4
(Drummond y Rambaut, 2007), el cual utiliza una metodologia bayesiana para
estimar simultdneamente la filogenia, los pardmetros del modelo de sustitucién
de nucleétidos y la dindmica de la poblacién en evolucion bajo los modelos de
reloj molecular estricto o relajado a partir de las secuencias y de informacion a
priori o “priors”. Para deducir la dindmica poblacional a partir de la secuencias
es indispensable realizar una calibracién temporal, ya sea con una tasa de
sustitucion de nucleétidos o con una estimacién de la fecha del ancestro coman
mas reciente. Para realizar este tipo de andlisis es necesario contar con alguna
estimacion para la tasa de sustituciéon de nucleétidos que opera en dicha region
y genotipo. Para tal fin, se descargaron secuencias completas de HCV 1la y 1b
del Genbank con fecha de muestreo y lugar conocidos y se realizaron andlisis de

calibracion de dicha tasa en funcién de las fechas de muestreo (Tabla 4).
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Tabla 4: Resultados de la calibracion de las tasas de sustitucidon utilizando un

dataset externo.

Genotipo Region Media Desvio Distribucion
Estandar
la NS5B 9x10-4 1,70x104 Lognormal
E2 3,41x103 4,53x104 Normal
1b NS5B 4,2x704 4,10x104 Normal
E2 3,42x10-3 6,07x104 Normal

Utilizando estas distribuciones como prior para el reloj molecular, se
obtendrén los perfiles demograficos para las distintas regiones.

Las MCMC (Monte Carlo Markov Chains) fueron corridas bajo las
distintas alternativas de dindamica poblacional y relojes moleculares por 5x107
generaciones y luego analizadas con el programa TRACER 1.5 (disponible desde
el sitio: http://beast.bio.ed.ac.uk/Tracer). Los analisis que no llegaron a
convergencia con la longitud inicial de cadena, fueron corridos por 1x108
generaciones y analizados nuevamente. Aquellos andlisis que no convergieron
en la segunda corrida, fueron descartados del anélisis posterior debido a que se
decidi6 que prolongar los andlisis més alla de este nimero de generaciones
resultaria prohibitivo desde el punto de vista informatico. Finalmente, para cada
grupo de secuencias, se calcularon los factores de Bayes (Kass y Raftery, 1995)
para seleccionar el modelo de poblacion y de reloj que mejor se representé a los
datos. En el caso de que dos modelos no pudieran diferenciarse por este factor,
se definié como “mejor” al mas sencillo. Finalmente los resultados presentados

corresponden a los pardmetros relevantes estimados para el mejor modelo.
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3.2.12. Filogeografia

Se examind la correlacién entre la informacion de secuencia y la ubicacién
geogréfica de las muestras teniendo en cuenta el nivel de incertidumbre de la
tilogenia con el programa BaTS (Parker y col., 2008). Las muestras de arboles
obtenidas por métodos bayesianos (producto de la MCMC corrida con el
programa BEAST 1.7.4; ver seccién anterior) fueron utilizadas para calcular los
valores observados y esperados (bajo una hipodtesis nula de no asociaciéon
geogréfica) de tres medidas de asociacién: dos globales Al (Association Index);
PS (Parsimony Score); y una especifica de cada carécter (ubicaciéon geografica)
MC (Maximum monophyletic Clade). Por ultimo se realiz6 una prueba de
hipétesis para comprobar si existen diferencias entre el valor del indice
esperado y observado.

Utilizando el paquete bioinformatico Mesquite (Maddison y Maddison, 2011), se
realizé la reconstrucciéon por parsimonia del posible sitio de origen para las
muestras sobre el arbol de maxima credibilidad de los clados (MCC tree)
obtenido a partir del resumen de las topologias obtenidas durante la MCMC

que se utiliz6 para el andlisis filogeogréfico con el programa BaTS.

3.3 Anélisis estadisticos

Para el estudio del perfil epidemiolégico molecular los promedios y tasas
de infeccién fueron calculados con intervalos de confianza exacto binomial (IC)
de 95%. Las tasas fueron comparadas utilizando el test de Pearson’s x2 o el test
exacto de Fisher’s mediante el uso del programa STATA 6 (Stata Corporation,
College Station, Texas). A modo inferencial, se realiz6 el anélisis de enfoque de

riesgo univariado y multivariado para identificar los factores asociados con la
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infeccion por HCV y para estimar coeficientes de riesgo, por medio de la
estimacién de modelos de regresion logistica maltiple. A través de este modelo
se estimaron, con sus respectivos intervalos de confianza (IC), los odds ratio (OR)
como medidas de asociacion entre la presencia de HCV+ y el factor de interés.
La misma metodologia se utiliz6 para el andlisis de la repuesta al tratamiento
HAART en los pacientes coinfectados HCV/HIV. En todos los casos la
significancia estadistica se establecié a un p < 0,05.

Para el estudio de las incidencias de genotipo por afio, fueron estimados
modelos generalizados de Poissén de efectos aleatorios (modelos mixtos),
definiendo como cluster o agrupamiento al afio. Luego en una segunda parte del
analisis en funcién a los resultados del estudio de incidencia (genotipos x afio),
se intentdé indagar acerca de los efectos de las covariables desagregando el
tiempo en aquellas categorias en donde se observé mayor incidencia. Se
ajustaron modelos lineales generalizados con variable respuesta el genotipo
(Subtipo de HCV 1a y 1b) con componente aleatorio binomial), empleando las
covariables sexo, cirugia, edad, UDEV, tranfusiones, riesgo incierto, sexual y
hemofilicos. En el predictor lineal y funcién de enlace canénica (logaritmica)
(Mc Cullagh y Nelder, 1989). Se us6 el campo de los modelos lineales mixtos
generalizados, empleando una regresion poisson.

Para ello se testearon modelos logisticos para la respuesta incidencia (0,
1), considerando el efecto del tiempo como un nivel para fuente de variabilidad
(two-level) (Rabe-Hesketh y Skrondal, 2008).

Fueron estimados modelos de regresiéon logistica multiple multilevel
considerando las covariables: edad, sexo, cirugia, etc. A partir de estos modelos
se estimaron las medidas de asociaciéon, OR, para interpretacion de cocientes de

chances.
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3.4 Aspectos Eticos

Todos los individuos estudiados en la tesis presentada dieron su
consentimiento informado, los cuales fueron presentados en el marco de un
proyecto y aprobados por el comité de ética de la Facultad de Ciencias Medicas,
de la UNC y por el Comité Institucional de Ftica de Investigaciéon en Salud
(C.LE.LS) del Ministerio de Salud de la provincia de Cérdoba Oulton Romagosa
(Reg. 1503/10), segtin corresponda.
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4. RESULTADOS

En esta seccidn se detallan los resultados obtenidos de cada uno de los

objetivos planteados en esta tesis.

4.1 Estudio de prevalencia de infeccion de HCV en individuos

HIV(+)

a)

De los 320 individuos infectados con HIV estudiados en el periodo
2003-2004, 39 (12,2%) resultaron serolégicamente positivos para HCV.
El RNA de HCV se detect6 en 97% (n=38) de las muestras positivas
mostrando una prevalencia de infeccion activa de 11,8%.

El anélisis de regresion logistica multivariado mostr6é que el sexo (OR
ajustado=1,326; 95% IC: [1,086-2,609]), edad (OR=2,562; 95% IC: [2,445-
2,691]) y UDEV (OR=25,0; 95% IC: [6,2-100,1]) fueron factores de
riesgo asociados a la infeccion por HCV en los pacientes infectados
con HIV.

Del total de paciente estudiados (N=238) en el periodo 2004 - 2007, 62
(26%) tuvieron serologia positiva para HCV y de ellos 20,2% (48/238)
presentd una infecciéon activa por HCV (nested-PCR resultados
positivos). A pesar de que no se conté6 con datos epidemioldgicos
suficientes se observd que el uso de DEV fue el factor de riesgo

preponderantemente asociado a la infecciéon por HCV.
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42 Estudio de la influencia de la infeccién por HCV y otros
factores clinico-epidemioldgicos en la respuesta virolégica e
inmunolégica al tratamiento HAART en individuos infectados

con HIV.

Durante el periodo analizado (48 meses) se observé una respuesta
sostenida a la terapia HAART del 81% del total de pacientes (193/238).
Debido a la dependencia de la estructura entre las covariables, se corrieron
varios modelos de regresioén logistica con el fin de obtener las estimaciones
de riesgo ajustados. Las variables asociadas (p<0,05) con la respuesta
inmunoldgica y virolégica se muestran en la tabla 6. No se observo
asociacion estadisticamente significativa entre la respuesta inmunolégica o
virolégica con el sexo o el esquema de HAART utilizado. El analisis muestra
que la serologia positiva de HCV, la edad al momento del diagnoéstico de
HIV (>40 afios vs. <40 afios), la duracion del tratamiento y el estadio clinico
de SIDA (segun categorias de la OMS, asociado a < 200 CD4 cel. /ml
independientemente de la carga viral < o > a 100.000 copias/ml), tuvieron
una asociacion significativa con la respuesta inmunolégica y virolégica al
tratamiento HAART. En todos los casos no hubo discrepancias entre
individuos que fueron respondedores tanto inmunolégicos como virolégicos.
Asi, individuos con un promedio de carga viral basal de < 100.000 copias /
mL y una cantidad basal de CD4 de > a 200-350 cel. /pL (31,5%, 75/238),
respondieron en el 90,6% (68/75) de los casos. Mientras que aquellos (42,8%,
102/238) tenian un nivel inicial de ARN HIV >100.000 copias/mL y un
conteo inicial de CD4 200-350 cel. /pL solo respondieron en el 84,3%
(86/102) de los casos. En tanto de los pacientes que tenian un nivel pre
HAART de >100.000 copias/mL y un nivel basal de CD4 <200 cel. /pL
(241%, 57/238) tuvieron respuesta exitosa en un 64,9% (37/57). Mientras

que aquellos que tenian el pre-HAART con un promedio valor de < 100000
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copias/mL y conteo de CD4 < 200 cel/ pL (1,7%, 4/238) tuvieron respuesta
existosa en un 50% (2/4), (p=0,02) (tabla 5).
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Tabla 5: Caracteristicas de los 238 individuos HIV positivos pertenecientes al

Consultorio de infectologia del Hospital Nacional de Clinicas, de la Provincia

de Cérdoba, Argentina.
) Pacientes HIV estudiados,
Variables
(n = 238)
Edad, promedio afios, (rango) 39,2 (21,0-70,0)
Sexo, no. (%) masculinos 200 (84)
Valor promedio pre-HAART de ARN HIV
[<100 000 copias/mL (SD)] y cantidad de CD4 57 (23,9)
<200 cel./pL, no. %
Valor promedio pre-HAART de ARN HIV
[<100 000 copias/mL (SD)] y cantidad de CD4 75 (31,5)
200-349 cel./puL, no. %
Valor promedio pre-HAART de ARN HIV 102 (42,8)
[>100 000 copias/mL (SD)] y cantidad de CD4
200-349 cel./pL, no. %
Valor promedio pre-HAART de ARN HIV 4 (1,7)
[<100 000 copias/mL (SD)] y cantidad de CD4 <200
cel./pL, no. %
Edad al diagnoéstico de HIV (>40 afios), no (%) 35 (14,7)
Estadio Clinico OMS, no. (%)
ly2 174 (73)
3 2(0,8)
4 62 (26)
Régimen HAART
NRTT! 228 (96)
NNRTI 2 154 (64,7)
PI3 74 (31)
Infeccion HCV (estado serolégico), no (%) 62 (26,0)
Infeccion HCV (RNA HCV), no (%) 48 (20,2)
HCV Genotipos*
HCV-1, no 30 (62,5)
HCV-2, no 2 (4,2)
HCV-3, no 7 (14,6)

INRTI, Inhibidor nucleosidico de transcriptasa reversa; 2NNRTI, Inhibidor no nucleosidico de

trasncriptasa reversa; 3 1P, Inhibidor proteasa .* Nueve muestras ARN HCV+ resultaron

genotipo indeterminado.
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Tabla 6: Analisis de regresion logistica maltiple asociada a la respuesta

post HAART.

Respuesta Inmunologica Respuesta Virologica
Variable (CD4 > o = 350 cel/ml ( HIV CV< 50copias/ml)
OR  (95%IC) p OR (95%IC) p
Infeccion HCV 034 (015-082) 0,016 0,33 (014-0,77) 0,011
(Anti HCV)*
Hombre vs. Mujer 0,62 (0,27-143) NS 0,87 (0,36 -2,07) NS
Edad al momento
del diagnésticode ;o (1509 0,080 1,03 (0,99-1,07) 0,041
HIV (<40 afios vs.
>40 afos)*
Estadio Clinico
(OMS)
3 077  (0,37-1,6) NS 0,24 (0,02-2,85) NS
2(200CDacel 10 (021085 0,016 045 (022090 0,024
/ml)#
Esquema HAART
NNRTI(No N) 0,72 (0,35-1,5) NS 0,63 (0,3-1,32) NS
P 113 (053-240) NS 1,32 (0,61-2,84) NS

* Factor de asociacion: P valor < 0,05. # Carga Viral no fue asociada con la respuesta.
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4.3 Estudio de deteccion de HCV en diferentes fluidos biolégicos
saliva (SA), plasma seminal (PL), hisopado cervical (HC) y las

células mononucleares de sangre periférica (CMSP).

Del total de pacientes estudiados (seccion 3.1.2 de materiales y
métodos) se detect6 ARN de HCV en: 31% (5/16) de los hisopados
cervicales, en 18.7% (8/37) de las salivas, en 29% (6/21) del plasma seminal,
y 78% (29/37) de CMSP. Los genotipos hallados en los diferentes fluidos
coincidieron con los hallados en su correspondiente suero.

A fin de descartar una probable contaminacién de las CMSP que
pudiera ocurrir por arrastre a partir del plasma, se analizaron por PCR todos
los liquidos de lavado de cada fluido biol6gico, de cada paciente. Dichos los
liquidos resultaron todos ARN de HCV negativos.

Cuando se analizaron los resultados de la deteccién molecular de
HCV en los diferentes fluidos biolégicos vs la carga viral, genotipo,
coinfeccion HCV/HIV y factores epidemiolégicos de cada sujeto no se hall6
asociacion estadisticamente significativa (tabla 7). A pesar de esto se observo
que el mayor porcentaje de detecciéon se encontré cuando la carga viral era

mayor a 5 log (p>0,05).
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Tabla 7: Deteccion de ARN de HCV en diferentes fluidos biolégicos de 37

pacientes HCV positivos en Cérdoba, Argentina

Variables (*) Saliva Plasma Hisopado CMSP
Seminal Cervical
Genotipos n % p n % p n % p n % p
1 5 63 NS 4 67 NS 2 40 NS 18 62 NS
2 2 25 NS 0 - NS 2 40 NS 7 24 NS
3 1 12 NS 2 33 NS 1 20 NS 4 14 NS
Edad
> 40 5 63 NS 2 33 NS 3 60 NS 16 55 NS
<40 3 37 NS 4 67 NS 2 40 NS 13 45 NS
UDEV
Si 5 63 NS 4 67 NS 2 40 NS 13 45 NS
No 3 37 NS 2 33 NS 3 60 NS 16 55 NS
HCV Carga
Viral
>51log 7 8 NS 6 100 NS 5 100 NS 19 66 NS
<51log 1 12 NS 0 - NS 0 - - 10 34 NS
Co-infeccion
HIV
Si 5 63 NS 4 67 NS 2 40 NS 12 41 NS
No 3 37 NS 2 33 NS 3 60 NS 17 59 NS
Cirugia
Si 3 37 NS 2 33 NS 3 60 NS 13 45 NS
No 5 63 NS 4 67 NS 2 40 NS 16 55 NS
Transfusion
Si 3 37 NS 0 - - 3 60 NS 8 28 NS
No 5 63 NS 0 - - 2 40 NS 21 72 NS
Riesgo Incierto
Si 2 25 NS 1 17 NS 0 - -- 6 21 NS
No 6 75 NS 5 8 NS 0 -- - 23 79 NS

*No significativo (NS), p >0.05
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4.4 Estudio del perfil epidemiolégico molecular de HCV

Las caracteristicas de la poblacién estudiada se detallan en la secciéon
materiales y métodos 3.1.3a.

Las caracteristicas epidemiolégicas de la poblacién total, que resultd
HCV positiva (n=311), 273 monoinfectados y 38 coinfectados HIV/HCV) se
muestran en la tabla 8. La genotipificacién se pudo realizar en 310 muestras

ARN positivas.
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Tabla 8: Poblacion de estudio con infeccion por HCV.

Vias de transmision

Exposiciéon Intrafamiliar o Adgquirido de la
Edad(afios) N° Transfusion Dialisis UDEV post comunidad o
ocupacional sexual .
desconocido
0-29 29 2,7 0 37,9 3,4 13,7 17,2
30-39 67 1,2 0 37,3 0 59 44,8
40-49 69 23,2 29 21,7 29 58 43,5
50-59 87 24,1 4,6 34 4,6 34 59,8
>59 59 22 34 1,7 34 0 69,5

Tabla 9: Distribucion de genotipos de 310 pacientes infectados con HCV mono y coinfectados con HIV.

Genotipo HCV, n (%) HCV+HIV, n (%) Total, n (%)
1 135 (49,4) 27 (72,9) 162 (52,2)
2 120 (43,9) 1(2,7) 121 (39,0)
3 18 (6,6) 5 (13,5) 23 (7,4)
coinfecci6én 1-2 0 1(2,7) 1(0,3)
indeterminado 0 3(81) 3 (0,9)
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4.4.1 Distribucién de genotipos de HCV en individuos monoinfectados

y coinfectados HCV/HIV.

La distribucion de genotipos hallada en la poblaciéon de estudio
(monoinfectados HCV y coinfectados HCV/HIV) se muestran en la tabla 9.
La distribuciéon de genotipos segun las diferentes rutas de transmisiéon se
muestra en la tabla 10. En 153 de 311 pacientes (49,2%), la ruta de transmision
pudo ser identificada, siendo la mas comun la via transfusional y el UDEV.
Tanto el modelo multinomial lineal como el andlisis de regresion logistica
multivariado mostraron que en la poblacion de estudio la edad condiciona la
distribucién de genotipos (OR= 3,260, p <0,05) (Figura 4). Especificamente,
usando al genotipo 2 como referencia (tabla 11), el grupo etario de 30-39 afios
tuvo mayor chance (4 veces) de infeccién con genotipos 1 (OR= 4,524, 95%
IC: [1,324-15,385], p= 0,016) y 9 veces mas con el genotipo 3 (OR= 9,408, 95 %
IC: [1,923-46,022], p= 0,005). En individuos de 40-49 afios, el riesgo de estar
infectados con el genotipo 3 fue significativamente mayor que por la
infeccién por genotipo 2 (OR= 3,752, 95% IC: [1,071-11,912], p=0,038). En los
grupos de 50-59 afios y mayores de 59, la prevalencia de genotipo 2 se
increment6 abruptamente (OR=2,866, 95% IC: [1,141-7,1999], p =0,025); (OR=
4,586, 95% 1C: [1,729-12,164], p=0,002) respectivamente, mientras que en los
genotipos 1 y 3 disminuy6 (Figura 4). En pacientes UDEV, el riesgo de
infecciéon por genotipo 1 fue 11 veces mayor que con el genotipo 2 (OR=
11,627, 95% IC: [1,484-90,909], p= 0,019), mientras que las infecciones
adquiridas en la comunidad o de riesgo desconocido y en pacientes con
historia de transfusion ambos genotipos 1 y 2 se distribuyeron
homogéneamente en ambos grupos (45% y 52%; 44% vy 38%,
respectivamente). Cabe destacar que no se logré identificar las probables

rutas de transmisién en el 51% de los pacientes.
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Tabla 10: Distribucion de genotipos segin las diferentes rutas de

transmision.

Genotipos (n°)

Vias de transmision

1 2 3 otros
Transfusion 29 25 9 1b
Dialisis 3 4 1 0
UDEV 18 3 1 0
UDEV-HIV 27 1 3 3c
Exposicion Ocupacional 5 3 1 0
Intrafamiliar o sexual 9 2 4a 0
Adquirido de la

71 83 4 0

comunidad o desconocido

a pacientes HIV (+), n=2; b coinfeccion genotipos 1 y 2; ¢ patréon RFLP

indeterminado, paciente HIV (+), n=1.
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Tabla 11: Andlisis multivariado de la edad y los potenciales factores de

riesgo asociados con la distribucién de genotipos usando como referencia al

genotipo 2.
OR 1C95% p
Genotipol  Grypo etario
30-39 4,524 1,324-15,385 0,01
40-49 1,414 0,471-4,237 NS
50-59 0,845 0,291-2,457 NS
>59 0,529 0,176-1,636 NS
Sexo Femenino 1,557 0,909-2,666 NS
UDEV 11,627 1,484-90,909 0,01
Historia de
transfusion 1,828 0,296-11,236 NS
Genotipo 3 Grypo etario
30-39 9,408 1,923-46,022 <0,01
40-49 3,572 1,071-11,912 0,01
50-59 1,064 0,128-8,807 NS
>59 1,093 0,098-12,172 NS
Sexo Femenino 1,264 0,403-3,960 NS
UDEV 2,532 0,275-23,291 NS
Historia de
transfusion 1,047 0,167-6,580 NS

NS, no significativo
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Figura 4. Distribucion de los genotipos de HCV en los diferentes grupos etireos.

Modelo multinomial lineal (OR=3,260, IC [95%]: p< 0,05).
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4.4.2 Analisis de Incidencia de los genotipos.

Valiéndonos de los hallazgos obtenidos en el item anterior y de los
resultados logrados en el diagndstico de rutina del laboratorio, en el que
halldbamos mayor prevalencia de genotipo HCV-1 en detrimento del HCV-2,
decimos profundizar los estudios a fin de confirmar la sospecha de un
posible cambio en el patrén epidemiolégico de los genotipos de HCV en
Cordoba en los ultimos 10 afios. En primera instancia mediante modelos
generalizados Poisson (seccion 3.3), se indagaron los comportamientos de los
genotipos a lo largo del tiempo incorporando la correlacién de cada genotipo
en el tiempo. Se observd una dependencia del comportamiento de los
genotipos respecto al tiempo (p<0,01), destacando al afio 2003 como punto de
inflexién (Figura 5). A partir de ese punto se observé que la distribucion del
genotipo HCV-1 fue diferente al del resto de los genotipos (tabla 12). Este
genotipo tuvo mas chances de ocurrir que el resto de los genotipos. Con un
riesgo relativo para HCV-2 de 0,816.

Ademas, se observé que la correlacion de los conteos (incidencia) en
funcién del tiempo fue estadisticamente significativa, rho: 0,39 (coeficiente de
correlacion).

Cuando se repiti6 el andlisis de la distribucién de genotipos, solo con
aquellos de mayor prevalencia (HCV-1 y HCV-2) se obtuvieron resultados

similares.
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Figura 5. Distribucion de los genotipos de HCV en los diferentes atios (1999-
2009).

Tabla 12: Dependencia de los factores estimados (genotipos vs. afios)

por los modelos mixtos de Poisson.

Genotipo IRR IC (95%) p
2 0,8164 0,6470-1,0302 0,047
3 0,1329 0,0843-0,2095 0,000

Cuando se profundizé sobre las posibles causas del cambio del patrén
epidemioldgico y discriminé al genotipo HCV-1 en subtipos 1la y 1b se
obtuvo una dependencia de la distribuciéon de subtipos respecto al sexo
mostrando que el sexo masculino tuvo 77% mas de chance de ser del subtipo
la respecto de subtipo 1b (OR=1,77, 95% IC: [0,9642-3,2484], p=0,0489) (tabla
13).

Respecto a la edad, se observé que a medida que aumento la edad

disminuyeron las chances de infeccién con el subtipo 1a, respecto del subtipo

1b (OR=0,913, 95% IC: [0,1266-1.9466], p=0,0096). No se apreci6é dependencia
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estadisticamente significativa entre la distribucién de subtipos y las

covariables factores de riesgo (p>0,05) (tabla 13).

Tabla 13: Dependencia de las covariables que ejercen efecto sobre los

subtipos 1a y 1b.
Covariables OR IC (95%) p
Sexo 1,77 0,9642-3,2484 0,0489
Edad 0,91 0,1266-1.9466 0,0096
UDEV 0,81 0,2819-2,3736 NS
Cirugias 0.99 0,4866-2,0286 NS
Transfusiones 0,01 NS NS
Riesgo Incierto NS NS NS
Riesgo sexual NS NS NS

NS: No Significativo

4.4.3 Estudio de diversidad genética de los subtipos 1a y 1b: filogenia y
filogeografia.

Los resultados obtenidos a partir de los arboles filogenéticos de ambas
regiones gendmicas del subtipo 1a (NS5B y E2) (Figura 6 y 7) muestran que la
mayor parte de las secuencias caracterizadas en nuestro estudio no se
agruparon entre si, sino que se hallan en la rama principal del arbol,

intercaladas entre otras cepas de diferentes origenes geograficos.

Cuando se analizaron las secuencias HCV-1b en la regiéon NS5B los
arboles mostraron una segregaciéon en la mayoria de las secuencias locales
formando un grupo filogenético relacionado. Sin embargo, este resultado no
fue similar cuando se analiz6 la region variable E2, observdndose s6lo un

grupo de siete secuencias con buen soporte de rama (99%) (Figura 8 y 9).
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En todos los casos el resultado fue independiente del método
empleado ya que la topologia de los arboles fue similar cuando se obtuvieron

por, maxima verosimilitud o distancia.
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El anélisis de coalescencia permiti6 indagar sobre el posible origen de
las secuencias de un virus y obtener informacién sobre la dindmica
poblacional pasada de dicho virus. Inicialmente, se compararon los distintos
modelos de reloj molecular por medio de los factores de Bayes. En todos los
casos el reloj molecular relajado represent6 a los datos mas de 10 veces mejor
que cuando se uso reloj molecular estricto (una diferencia de més de 10 en el
factor de Bayes se toma como evidencia decisiva a favor del modelo). En
consecuencia todos los resultados aqui presentados corresponden a los
andlisis realizados con el reloj molecular relajado no correlacionado de
distribucion log-normal. Para situar en un marco temporal el origen de las
cepas de HCV-1a y 1b circulantes actualmente en Cérdoba, se calibr6 el reloj
molecular como se explica en materiales y métodos (seccion 3.2.11). Debido
a que las secuencias de la region NS5B resultaron mas cortas, a pesar de tener
mayor nimero de ellas, el andlisis registr6 un perfil chato y una edad del
ancestro comun mads reciente con un amplio rango (que va desde una década
hasta varias centurias, dato no mostrado). Por ello se discutiran los
resultados obtenidos para las secuencias de la regién E2. En este caso, la edad
estimada para el subtipo HCV- 1a y para el HCV-1b, fue de 43 afios (r= 28 a
63 afios) y 69 afios (r=38 a 113 afios), respectivamente. Los resultados
obtenidos para la regién E2 muestran un periodo de crecimiento poblacional
desde ~ 1970 para 1la y desde ~1940 para el subtipo 1b (Figura 10a y 11a).
Ambos crecimientos son seguidos de una fase estacionaria que llega hasta
nuestros dias (Figura 10b y 11b). Los resultados de los skyline también se

pueden observar en forma de arboles.
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Figura 10: (A) Arboles de Coalescencia para las muestras de HCV- 1a y (B)
Perfiles demogrificos bayesianos obtenido para la region E2 del genoma. Representan

las relaciones de descendencia entre las muestras y la dindmica de la poblacion de

HCV-1a respectivamente.
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Figura 11: (A) Arboles de Coalescencia para las muestras de HCV- 1b y (B)
Perfiles demogrificos bayesianos obtenido para la region E2 del genoma. Representan
las relaciones de descendencia entre las muestras y la dindmica de la poblacion de

HCV-1b respectivamente.
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Para evaluar el grado de diversificacién geografica alcanzado por
ambos subtipos de HCV se constaté de manera estadistica el grado de
asociacion entre el andlisis filogenético y el lugar de recolecciéon de las
muestras. Aunque no hay grupo monofilético de HCV-1la para la region
NS5B, algunas de las secuencias obtenidas de la provincia de Cérdoba

estaban relacionadas.

Los indices de asociacion global (PS y Al) resultaron
significativamente diferentes a los de la distribucion nula (arbol sin
asociaciéon geografica) con un valor p<0,001. Ademas los indices de
asociacion por ubicacion (MCs) resultaron estadisticamente diferentes a lo
esperado en la hip6tesis nula de no asociacion (a=0,05) para las muestras de
CBA, OLC, USA, en el subtipo HCV-1a. En el caso del subtipo HCV-1b los
indices dieron asociacién para las muestras de CBA, OLC, Rusia, Brasil,

China, USA, Alemania, Chipre, Espaiia.

Si bien el resultado de los indices es el que le da rigurosidad
estadistica al andlisis filogeografico, a fines de visualizaciéon del grado de
dependencia entre la filogenia y la geografia se realizé la optimizacién (o
mapeo) por parsimonia de la informacién geografica sobre un arbol que
resume la informacién utilizada con fines estadisticos (arbol MCC de la
corrida de BEAST utilizada en el punto anterior). En estos arboles se pueden
observar pequefios clados o grupos de secuencias que tienen la misma
ubicacion geogréfica. Sin embargo si la asociacion fuera completa, como la
esperada en caso de un brote a partir de la introduccién de un tnico virus en
la comunidad, se observarian grandes clados monofiléticos asociados a cada
region geogréfica. El hecho de observar una tendencia y no una absoluta
asociacion subray6 la necesidad del uso de una metodologia estadistica
(BaTS) para evaluar hasta qué punto esta asociacion es significativa (Tablas

14-17 y Figuras 12,13, 14 y15).
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Tabla 14. Indices de asociacién entre caracteristicas y filogenia. Regién

NS5B de HCV- 1a.

Media 1C95% 1C95% Media 1C95% 1C95% Valor

Indice observada (inferior) (superior) nula  (inferior) (superior) p
Al 1,6232 1,2303 1,9649  3,1859  2,7163 3,7090  0,0000
Ps 12,9669 13,0000 13,0000 17,4360 16,4201 17,9994  0,0000
MC  ga 1,9982 2,0000 2,0000  1,0814  1,0000 1,4620  0,0100
OLC 1,9034 1,0000 2,0000  1,0725  1,0000 1,4910  0,0200
USA 13,1119 11,0000 19,0000  6,4809  4,1910 11,9960  0,0200
Suiza 1,0000 1,0000 1,0000  1,0194  1,0000 1,0979  1,0000
Alemania  1,1094 1,0000 2,0000  1,0460  1,0000 1,2988  1,0000
Francia 1,0000 1,0000 1,0000  1,0098  1,0000 1,0024  1,0000
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Tabla 15. Indices de asociacion entre caracteristicas y filogenia. Regién NS5B de HCV- 1b.

Indice Media observada .IC95.0 /o IC95(.)/0 Media nula .IC95.% IC95(.)/0 Valor p
(inferior) (superior) (inferior) (superior)
Al 5,3679 4,3348 6,3905 11,6486 11,0748 12,0939 0,0000
PS 52,5256 50,0000 55,0000 90,3370 88,0296 92,3601 0,0000
MC CBA 1,9096 1,0000 3,0000 1,3012 1,0272 1,9911 0,0500
OLC 4,6739 3,0000 8,0000 1,9547 1,5566 2,3043 0,0100
Japon 1,3084 1,0000 2,0000 1,0470 1,0000 1,1340 1,0000
Rusia 4,4027 4,0000 5,0000 1,1960 1,0169 1,9868 0,0100
Azerbaiyan 1,0010 1,0000 1,0000 1,0189 1,0000 1,0187 1,0000
Brasil 3,9072 3,0000 4,0000 1,0752 1,0002 1,3298 0,0100
China 14,0087 14,0000 14,0000 1,6761 1,2250 2,2189 0,0100
USA 2,2437 2,0000 4,0000 1,1869 1,0127 1,7521 0,0200
Alemania 1,9971 2,0000 2,0000 1,0077 1,0000 1,0222 0,0100
Suiza 1,0007 1,0000 1,0000 1,0042 1,0000 1,0067 1,0000
Chipre 1,7462 1,0000 2,0000 1,0404 1,0000 1,1900 0,0100
Canada 1,0050 1,0000 1,0000 1,0005 1,0000 1,0008 1,0000
Vietnam 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
Australia 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
Espafia 4,9941 5,0000 5,0000 1,2683 1,0320 2,0282 0,0100
Indonesia 1,0008 1,0000 1,0000 1,0255 1,0000 1,1180 1,0000
Grecia 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
Tayikistan 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
Estonia 1,0000 1,0000 1,0000 1,0050 1,0000 1,0068 1,0000
Uzbekistan 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
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Tabla 16. Indices de asociacion entre caracteristicas y filogenia. Regién E2 de HCV- 1a.

<. Media 1C95% 1C95% Media 1C95% 1C95%
Indice . . . . . . Valor p
observada (inferior) (superior) nula (inferior) (superior)
Al 1,6221 1,2177 1,9978 3,1970 2,6161 3,7842 0,0000
PS 12,9689 13,0000 13,0000 17,5589 16,4006 17,9986 0,0000
MC CBA 1,9991 2,0000 2,0000 1,0808 1,0000 1,5226 0,0100
OLC* 1,8967 1,0000 2,0000 1,0331 1,0000 1,1541 0,0100
USA 13,1957 11,0000 19,0000 6,4755 4,3463 11,9517 0,0400
Suiza 1,0000 1,0000 1,0000 1,0061 1,0000 1,0231 1,0000
Alemania 1,1148 1,0000 2,0000 1,0486 1,0000 1,1696 1,0000
Francia 1,0000 1,0000 1,0000 1,0035 1,0000 1,0046 1,0000
Tabla 17. Indices de asociacién entre caracteristicas y filogenia. Regién E2 de HCV- 1b.
<. Media 1C95% 1C95% Media I1C95% 1C95% Valor
Indice . . . . . .
observada (inferior) (superior) nula (inferior) (superior) p
Al 1,1981 0,8500 1,5642 2,5025 2,0515 3,0480 0,0000
PS 10,8737 10,0000 11,0000 15,6143 14,1316 16,7994 0,0000
MC CBA 2,9978 3,0000 3,0000 1,4605 1,0010 2,0310 0,0100
OLC* 1,0000 1,0000 1,0000 1,0107 1,0000 1,0008 1,0000
Irlanda 4,0415 3,0000 5,0000 3,1669 2,1735 4,7634 0,2000
Holanda 1,9999 2,0000 2,0000 1,0247 1,0000 1,0033 0,0200
Azerbaiyan 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
UK 1,0144 1,0000 1,0000 1,0145 1,0000 1,0225 1,0000
China 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000

*OLC: se juntaron con secuencias de CAdE y VM.
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Figura 12: Optimizacion por parsimonia de la posible ubicacion geogrifica de los
ancestros obtenidos por la reconstruccion filodindmica de HCV-1a. Region NS5B.

Pagina | 88



Kcsultados 2013
Character: Lugar
Parsimony reconsfruction
{Unordered) [Steps: 52]
Il cordoba
o
B Japan
Ml Russia
-AZEFbBIJﬂI'I
[ Brazil
[ china
Eusa
-Gem'lany
= switzeriand . §
Cyprus
[ canada ,g § =
%Viﬁﬁm E g § 'f 5 f
Ausiralia = g 4
[ spain az’%%%g Efé’*’fﬁ;%?
[Cindonecia s % ?é b% % - %' u:’: :": E g ,@ u'-? 'Cé‘ v“(£ fw
I Greece %?@J %—a k”%éjﬁge,\‘?#?q
I Tajikistan eﬁ%"%% Ui"’f@?-ﬁ' & & & e
I Estonia Y B BT J:S?h o & qu,ﬁ‘ &
I Uzbekistan %, % 6‘?@ & q@ﬁ@
= B & F o
) Qs‘i-}%% N «9\‘3{&@ 16‘#\) @,d@'&
, 3
e g
%, &
%, o
7. o @
s e
gy, g5 A \s@“
Py, s 2™
Tan 0o, A @@s‘t o
?&a:b%‘ eﬁwﬁa Lt
Sy % l,‘f‘-vm"aﬁB
-~ e
16‘“7&?:114 = EF E,nebﬁf'swn
"Sodez0p .. / i&ﬂ‘ﬂ*’r o
Jolz007 s
b Nsﬂmlc
Tctazng, = 1 Jmmmcm
12cde2004 (30205855 China Guand
26chaz00g JINGTTORT China
de;ij: AY835025 China
18cde2
GQ205817 Chin,
Dolzo0T 2 Guang
;mmm . GQZ05788 Ching Guang,
402097 JJNTQWGM
72953
1c0a2® A¥azsg, Ching
adm;_t!()6 Gg. 9 Ching
29‘3"’1““1 J,\G;US&‘ 5 Ching
o G G“a‘”ganm
e N&‘?)o}s Ching
Gﬁ’@@‘ﬂ & Chig
A1 cﬁ““’ﬂ A, o’*’"b
¥ e - sz, i
pra W S Fg%"’a
L " *fq’% e
e 7 S,
s é)@” 1@ 59@“ // %%'.’9 “
¥ S 7 ", Ty
& @ ﬁ? & ,,“?';% R, e,
& @"‘ NV @, W, %, e
& ~ F
& e 1}‘5&%%,%@ %?%& -
o gmﬁfvg 1 2% % % g v
& cf‘@éé”@ :é;f’g'"ggm N 5 %%%%?&%ﬁa%%
¢ §58d154, 22288 %5%%% "
o~ & 55 £ <2823 %2%8% % AR ‘?45
& 4 «‘fgsfw.ﬁ%g%wg%%%m%%a
s T FE R LA L R LA
fﬁgsg g3Z2c33e > %%
RS- | H g grizsut %
£ § F3556%¢z
& @ 32 g
g § i
E:
i i

Figura 13: Optimizacion por parsimonia de la posible ubicacion geogrifica de los
ancestros obtenidos por la reconstruccion filodindmica de HCV-1b. Region NS5B.
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5. DISCUSION

Cuatro principales hallazgos son derivados del presente estudio: 1) Se
obtuvieron datos actualizados de la prevalencia de HCV en individuos
coinfectados con HIV, la cual fue elevada (20%) y mayor a la hallada en el
estudio (~12%) realizado en la misma poblacién en 2003-2004, 2) la coinfeccién
HCV/HIV interfiri6 negativamente en la respuesta a la terapia HAART, 3) por
otra parte, no se pudo demostrar la influencia de dicha coinfeccion HCV/HIV
en la transmisiéon de HCV y finalmente, 4) el patrén molecular de HCV hallado
varid segun la coinfecciéon con HIV, las vias de transmisién y los grupos etarios.
Ademas se demostr6 que en pacientes monoinfectados de nuestra region el
patron de circulacién de genotipos cambié en los ultimos 10 afios. Hubo un
incremento gradual del genotipo 1 en detrimento del genotipo 2, lo que fue
corroborado por anélisis epidemiolégicos y filodindmicos.

El incremento en la prevalencia hallada en el presente estudio en
individuos infectados con HIV (2004-2007) respecto al estudio realizado en los
mismos nosocomios en afios anteriores (2003-2004) es probablemente debida al
mejoramiento diagnostico y en la politicas de control de esta infeccién, por lo
que los pacientes infectados con HIV quizas fueron testeados para anti-HCV con

mayor frecuencia que en 2003.

En ambos periodos demostramos que en poblacion HIV (+) de Cérdoba,
la infeccion activa [ARN (+)] se hallé en aproximadamente 80% de los pacientes
con serologia positiva, lo que indicaria que el clearence viral o tasa de resolucion
de la infeccion podria ser muy baja. Esta situacién posee consecuencias clinico-
epidemioldgicas, ya que el virus continia su diseminacién, y, genera
persistencia, llevando asi a casos mas severos (fibrosis mas avanzadas) y de un

manejo clinico cada vez mas dificil.
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El HIV presenta similares vias de contagio que HCV y esto condiciona
que exista una alta tasa de prevalencia de coinfeccion HCV/HIV, que en nuestro
pais oscilan entre el 15 y el 40% de acuerdo a la zona geografica y hasta el 70%
en subgrupos de pacientes con antecedentes de UDEV (Quarleri et al., 2007;
Bolcic et al., 2012). En nuestro estudio se hallé6 una prevalencia de infeccién
activa de virus entre 12 - 20 % en la poblacion coinfectada con HIV. Ademas, en
concordancia con otros reportes (Alter et al., 2006), un alto porcentaje de los

pacientes coinfectados HCV/HIV, fueron UDEV.

En este sentido, la coinfeccién del virus de la hepatitis C en individuos
HIV se la ha asociado con una alta incidencia de injuria y descompensacién
hepética y con la disminucién del tiempo de vida, en comparacién con los
individuos sélo infectados con HCV (Chen et al., 2007). Ademas, la coinfeccién
HCV/HIV puede afectar la efectividad de la terapia antirretroviral (HAART)
(Braitstein et al., 2006a; Chen et al., 2007). Existen evidencias de la asociacion
entre la interrupcion de HAART y la coinfeccion con HCV, especialmente
debidas al incremento de la toxicidad y la comorbilidad, lo que dificulta atn

mas el manejo del paciente (Braitstein et al., 2006a; Braitstein et al., 2006b).

En la actualidad, en Argentina y especificamente en Coérdoba, los
pacientes infectados con HCV (coinfectados o no con HIV), tienen acceso a un
programa publico para el diagnéstico confirmatorio de la infeccién por HCV y
para la determinacién de los pardmetros virolégicos e histologicos exigidos pre-
tratamiento. Aunque en forma muy lenta, el programa nacional se esta
aplicando en nuestra provincia de manera efectiva. En ciertos casos y
generalmente debido a la burocracia del sistema, algunos pacientes quedan sin
diagnostico confirmatorio, y sin un conocimiento acabado del estadio de la
infecciéon por HCV y por tanto sin la posibilidad de acceder al tratamiento. Si a

esto le sumamos, la falta de acceso de algunos individuos infectados a centros
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médicos especializados en el tratamiento de esta virosis nos encontramos con un
namero importante de personas infectadas por HCV no tratadas a las cuales (si
son HIV+) se les realizara tratamiento antirretroviral sin tener en cuenta las
consecuencias de las interferencias debidas a la confeccién.

Parte de nuestro estudio tuvo como objetivo identificar si factores clinicos
(incluyendo infeccién con HCV) y epidemiolégicos influenciaban la respuesta a
la terapia antirretroviral (HAART). Los resultados confirmaron que la infecciéon
por HCV tendria un impacto negativo en la respuesta inmunolégica/ virolégica
frente al HAART en los individuos infectados con HIV (ver tabla 6, seccion 4.2).
Estos datos refuerzan la evidencia sobre la influencia de HCV en la terapia
HAART y es concordante con estudios previos en pacientes coinfectados (Greub
et al., 2000; Weis et al., 2006, Thein et al., 2008, Soriano et al., 2011; Rallon et al.,
2011, Hernéndez et al., 2011). En contraste, un estudio reportado por Fuping et
al., (2010) no reconocié dicha influencia de HCV en la respuesta antiviral de
HIV. Recientemente, un metaandlisis sugiere que los pacientes coinfectados
HCV/HIV no estarian bien representados en la mayoria de los ensayos clinicos,
lo que no permitiria evaluar correctamente la eficacia del tratamiento en estos
pacientes (Pulido et al., 2012).

Previsiblemente, el estadio clinico de la infeccién por HIV y la edad al
momento del diagnéstico de HIV fueron factores asociados a una pobre
respuesta al tratamiento. Pacientes considerados en la categoria C (CDC) o 4
(OMS) tuvieron menos chances de responder virolégica e inmunolégicamente al
HAART, que los pacientes en estadio A o 1 (segin CDC u OMS,
respectivamente). Sumado a esto, el nivel basal promedio de CD4 (<200 CD4
cel/ml) fue un marcador asociado a la mejor respuesta viroldgica e
inmunoldgica pos-tratamiento, independientemente del valor de carga viral.
Respecto a la edad, tener méas de 40 afios al momento del diagnoéstico de HIV fue

asociado a menor respuesta a HAART, probablemente, por la menor capacidad
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de las personas mayores para responder a la terapia, si tenemos en cuenta el
deterioro del sistema inmune. Estos resultados ponen de manifiesto la necesidad
de implementar el diagnéstico precoz de HIV y del inicio de tratamiento
temprano.

Existen reportes, en los que se considera que el género también puede
influir en la progresiéon del HIV y la respuesta al tratamiento (Cunninham et al.,
2000; Gebo et al., 2005; Furler et al.,, 2006). Cuando se comenzé a aplicar
HAART, se observé que las mujeres eran menos propensas a iniciar el
tratamiento y las que lo iniciaban, obtenian menores respuesta (Bacon et al.,
2005). En nuestro estudio y en concordancia con algunos estudios previos no se
hall6 asociacion entre la respuesta a HAART y el género de los individuos
estudiados (Emery et al., 2010; Hodder et al., 2012).

Algunas limitaciones de nuestro estudio deben ser consideradas: en el
analisis multivariado se consider6 la infeccion de HCV en base a la serologia
positiva (anti-HCV) en lugar de la presencia de ARN-HCV, debido a que el
menor ntimero de resultados moleculares dificulté los analisis estadisticos. Sin
embargo, varios estudios fueron analizados tnicamente en base al perfil
serologico de los pacientes (Greub et al., 2000; Bratstein et al., 2006b). En cuanto
a los factores de riesgo de la poblacion estudiada, debido a que en general las
historias clinicas resultaron incompletas, estos datos no se incluyeron en el
analisis. Es comun que en los centros asistenciales de nuestro medio los datos
epidemioldgicos de los pacientes resulten incompletos, en general se prioriza la
asistencia médica por sobre la investigaciéon. Sin embargo, segin datos parciales
obtenidos la principal via de transmisién de individuos coinfectados HCV/HIV
fue el uso de drogas endovenosas, por lo que el impacto de la infeccién por el
HCV en la eficacia de la terapia HAART podria ser dificil de diferenciar del

efecto del uso de drogas inyectables.
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Finalmente, nuestros resultados enfatizan la necesidad de prestar especial
atencion a la infecciéon con HCV para mejorar el prondstico de los pacientes
tratados por el HIV. Si bien en la mayoria de los pacientes coinfectados,
HAART debe iniciarse antes que el tratamiento para HCV, para frenar la
progresion de la enfermedad hepdtica y aumentar el ntimero de CD4
(Operskalski et al., 2011). Si se inicia el tratamiento anti-HCV deben tenerse en
cuenta varios puntos: a) las interacciones medicamentosas que pueden
disminuir los niveles de farmacos antirretrovirales, elevando asi las
probabilidades de reduccion de la eficacia; b) las interacciones medicamentosas
que pueden aumentar los niveles de farmacos antirretrovirales, con un riesgo de
aumento de la toxicidad; c) la superposiciéon de perfiles de toxicidad lo que
puede causar un aumento de la morbilidad / mortalidad y finalizacién abrupta
de tratamiento. Estudios recientes han demostrado los beneficios del
tratamiento del HCV en pacientes HIV en relacion a la morbilidad y la
mortalidad, asi como también el aumento de las complicaciones extrahepaticas
(GESIDA, 2009; SAD], 2012; Ministerio de Salud, 2012).

Nuestros resultados son de utilidad para los profesionales médicos a la
hora de identificar factores relacionados a la pobre respuesta al tratamiento
antiviral.

HCV y HIV comparten las mismas vias de transmision, sin embargo, los
mecanismos de interaccion entre ambos auin son poco claros. Ha sido
previamente reportado que entre individuos infectados con HIV la transmisiéon
sexual de HCV parece ser més eficiente y contribuye significativamente a la
incidencia de la infeccion por este virus (Terrault et al., 2013). Esto
probablemente puede ser debido a que la presencia de HIV y concomitante
inmunosupresién, incrementa la replicacion de HCV (Bonancini et al., 2000;
Pasquier et al., 2003). Por otra parte, se ha reportado que la frecuencia de

transmisiéon entre parejas sexuales es cinco veces mayor cuando HIV es
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transmitido conjuntamente, lo que sugiere que HIV podria ser un cofactor
involucrado en la transmisién sexual de HCV (Orsetti et al., 2013).

La transmisién no parenteral del HCV como la sexual y vertical (de
madre a hijo) puede ocurrir a través de los fluidos corporales, aunque con poca
frecuencia (Cadwell et al., 1996, Wejstal et al., 1999, Halfon et al., 2001;
Murakami et al., 2012). Sin embargo, la eficiencia de las rutas no parenterales de
transmision del HCV es atin poco conocida.

A pesar de que el HCV es un virus prevalentemente hepatotrépico, se
han demostrado pruebas convincentes de reservorios extrahepéticos del HCV
como glandulas salivales, n6dulos linfaticos perihepéticos, células de la mucosa
oral, glandulas adrenales, pancreas, tiroides y cerebro (Arrieta et al., 2001,
Radkowski et al., 2005; Roque-Afonso et al., 2005; Blackard et al., 2005; Revie et
al., 2011).

En el presente estudio demostramos la presencia de ARN HCV en todos
los fluidos corporales estudiados y en algunos casos simultdneamente en el
mismo paciente. En todos los casos los genotipos de HCV encontrados en suero
y fluidos biolégicos fue el mismo. Por otra parte, la detecciéon del virus fue
independiente de la carga viral de HCV, genotipo, coinfeccion HCV/HIV,
factores de riesgo, edad y sexo.

La frecuencia de ARN del HCV en muestras de saliva detectadas en este
estudio fue del 29%. Investigaciones previas han demostrado la presencia de
ARN HCV en saliva de pacientes crénicamente infectados con el virus, sin
embargo, los resultados son ampliamente discordantes, con tasas de deteccién
que van de 0-100%. Si bien, algunos autores han publicado la asociacion entre la
alta carga viral y la deteccion de HCV en saliva (Eirea et al., 2005; Pastore et al.,
2006; Wang et al., 2006), otros no han podido demostrarlo (Lins et al., 2005;
Susuki et al., 2005). Por otra parte, Menezes y col. (2012) reportaron la existencia

de pacientes con ARN-HCV negativo en suero y positivo en saliva.
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Otros autores plantean que la detecciéon de HCV en saliva puede deberse
a la presencia de células epiteliales orales o leucocitos en las muestras (Arrieta et
al., 2001). En este sentido, las muestras analizadas en este estudio estaban libres
de tales células. Respecto a la presencia de sangre oculta, no se realizaron
pruebas especificas para evidenciar sangre oculta en las muestras ya que
algunos autores (Liou et al., 1992; Suzuki et al., 2005; Gonsalves et al., 2005) han
demostrado que entre las personas infectadas con HCV, la presencia de sangre
en muestras de saliva no se correlaciona con la presencia de ARN del HCV en la
misma muestra. Una posible explicacion para este hallazgo es que el HCV
podria replicarse en las células epiteliales orales en pacientes sin HCV en la
sangre tal como lo report6 Arrieta et al., (2001). También es posible que un
mecanismo de defensa en la saliva pueda atenuar o invalidar el potencial
infectivo del ARN de HCV. En este sentido, Belec et al., (2003) observaron que la
saliva de individuos infectados por HCV contiene anticuerpos del tipo IgG e
IgA especifico que se dirigen contra las glicoproteinas E1 y E2 de superficie y
podrian bloquear la adhesion viral a la célula huésped. Esto probaria que a
pesar de que se encuentre ARN de HCV en saliva ésta no resulta ser eficiente
para su transmision. Sin embargo, este hallazgo debe ser considerado en la
bioseguridad de las practicas médicas y odontolégicas.

En concordancia con varios estudios, (Roque-Afonso et al, 2005;
Blackard et al., 2006; Vera-Otarola et al., 2009) detectamos ARN del HCV en
células mononucleares de sangre periférica en una elevada prevalencia (78%).
Este hecho posee importantes implicancias en la progresiéon de la enfermedad,
en la transmisidn, y en el tratamiento antiviral ya que el hallazgo de HCV en las
células podria llegar a ser la causa de una futura reactivacién, particularmente
en condiciones de inmunosupresién como en los tratamientos largos con

corticoides, transplante de 6rgano o la coinfeccién con HIV.
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También jugarian un rol en la recaida de la enfermedad después del
trasplante hepético (Briat et al., 2005) o luego de la suspensién de la terapia
antiviral. La deteccion de HCV en CMSP podria considerarse como un sitio
extrahepatico de replicacion (Revie et al., 2011).

La transmisién sexual de HCV es un tema muy controversial. La mayoria
de los datos indican que el riesgo de transmisién heterosexual es muy bajo pero
puede ocurrir, excepcionalmente (Savasi et al.,, 2013) atin sin exposiciones
prolongadas, laceraciones o sangrado y en las distintas practicas sexuales
(Nguyen et al., 2010). Datos de vigilancia epidemiolégica aportados por el CDC
indican que so6lo el 10% de los pacientes infectados reportan como tnico riesgo,
tener pareja sexual infectada con HCV (www.cdc.gov). En un estudio realizado
por Terrault et al., (2013) se estim6 que la incidencia de transmision por esta via
es de 1 por 190.000 contactos sexuales (en parejas monégamas heterosexuales).
Por su parte Savasi et al., (2013) reportaron una tasa de seroconversiéon de sélo
2,5% en parejas heterosexuales serodiscordantes, monégamas, luego de 10 afios
de practica sexual sin proteccion, en el que el riesgo de infecciéon fue asociado a
la frecuencia de las relaciones sexuales. Datos recientes indican un incremento
en la incidencia de infeccién aguda de HCV en hombres infectados con HIV que
tienen sexo con hombres (HSH) (Sanchez et al., 2013).

En este sentido la presencia de ARN de HCV en el semen e hisopado
cervical constituyen un fuerte argumento a favor de la transmisiéon sexual del
HCV. La detecciéon de HCV en esperma ha sido ampliamente demostrada en la
literatura con una gran frecuencia de deteccion que varia del 0 al 30%
dependiendo de la técnica de PCR usada. A pesar de ello, no existen técnicas
estandarizadas y globalmente aprobadas para la deteccién molecular HCV en
fluidos biolégicos por lo que resulta dificil comparar los resultados de los
diferentes reportes. Algunos de los indicadores de esta variaciéon pueden ser la

sensibilidad de las técnicas empleadas, diferencias en la formas de recoleccién y
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almacenamiento de las muestras (Bourlet et al., 2002; Savasi et al., 2010). En el
presente estudio, hemos detectado una prevalencia considerable de ARN del
HCV en fluido seminal e hisopado cervical (29% y 31%, respectivamente). A
pesar de que la transmision sexual de HCV parece ser muy baja nuestros
resultados sugieren que se deben reforzar las recomendaciones de la practica
sexual segura usando preservativo en todos los tipos de practicas sexuales y en
todas las edades.

A pesar de que la deteccion del ARN del HCV en fracciones de semen no
implica necesariamente la presencia de virus con capacidad replicativa, algunos
estudios demuestran la influencia de la infeccion por HCV en los parametros
seminales (namero, motilidad, morfologia) de los pacientes infectados (Savasi et
al., 2013). En este sentido la infeccion con HCV deberia ser estudiada en los
centros de reproduccién asistida, tanto por la posible transmision, bioseguridad
y potencial infertilidad. En varios paises europeos, la reproduccion asistida se
encuentra bajo control legal estricto, en el caso de los pacientes con HIV y HCV
en mono o coinfeccién (Cassuto et al., 2002 ; Bourlet et al., 2003; Garrido et al.,
2004 ; Pasquier et al., 2006 ; Canto et al., 2006 ; Marcelin et al., 2008). Hasta el
momento, en Argentina no existe reglamentacién que indique la obligatoriedad
del tamizaje de rutina para la deteccion de HIV, HBV y HCV en dichos centros
(SAMER, 2013).

Sin embargo, a nivel mundial en reproduccién asistida y transmision de
HCV se plantean algunas preguntas. Una de ellas es que en general no se han
establecido todavia las pautas especificas que establezcan el comportamiento de
los médicos en la asistencia reproductiva: ;Se debe o no tratar parejas
discordantes HCV (+) que requieran asistencia reproductiva? La mayoria de los
investigadores consideran que la preparacion secuencial con gradiente de
densidad, lavado y centrifugacion del esperma es la metodologia recomendada

para los hombres HCV positivos (Bourlet et al., 2009; Savasi et al., 2010). La
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legislaciéon francesa plantea que ademdas de testear el esperma inicial es
necesario analizar por PCR la presencia de HCV en el pellet final (semen
tratado) antes de la reproduccion asistida (Bourlet et al., 2009). Otros autores no
consideran a HCV como una enfermedad de transmision sexual y por esa razén
creen innecesario el lavado de esperma (Savasi et al.,, 2013). La segunda
pregunta serfa: ;jdeberian las parejas discordantes fértiles ser tratadas? Savasi et
al., (2013) consideran innecesaria dicha practica si la pareja no necesita
reproduccién asistida, debido a que no hay suficiente evidencia de transmisién
sexual de HCV en parejas estables serodiscordantes (Savasi et al., 2013, Terrault
et al., 2013).

Por otra parte, la presencia de HCV en semen implicaria un posible riesgo
de contaminacién nosocomial, por lo que en los laboratorios de reproduccion
asistida deberian ser aplicadas medidas de seguridad y estrictas regulaciones
para evitarlo.

Respecto al perfil molecular de HCV, estudios previos han demostrado
que la distribucién de genotipos de HCV en la poblacion general, se modifica
continuamente debido tanto a cambios culturales que se asocian con nuevas
conductas de riesgo como a movimientos poblacionales. Son ejemplos de tales
modificaciones distintos eventos socio-sanitarios ocurridos en décadas pasadas,
tales como la desaparicion de la hepatitis C post-transfusional y el mejoramiento
de las politicas sanitarias tendientes a reducir el riesgo de las hepatitis
adquiridas en la comunidad. Asimismo, la diversidad de las secuencias de HCV
continta siendo el mayor obstdculo para el desarrollo de vacunas y terapias
efectivas.

Nuestros resultados muestran que la caracterizacién molecular de HCV
en pacientes monoinfectados y coinfectados HCV/HIV fue diferente y estuvo

asociada a vias especificas de transmisién y grupos etarios. Ademds se observo

Fégina el



Discusién | 2013

que el patrén genético varié considerablemente en los tltimos 10 afios en los
pacientes monoinfectados.

Sin bien, coincidentemente con estudios previos realizados en nuestra
region se hall6 alta prevalencia de genotipo 2, el porcentaje encontrado en este
estudio fue sensiblemente menor a los obtenidos previamente (Ré et al., 2003; Ré
et al., 2007; Mengarelli et al., 2006a; Mengarelli et al., 2006b), observando
mayores porcentajes de prevalencia entre adultos mayores de 50 afios. El
genotipo 1 fue hallado en todos los grupos etarios pero con mayor prevalencia
entre adultos jovenes (30-39 afios). El analisis de regresion logistica multivariado
mostré que tanto la edad como el UDEV y la infeccion con HIV fueron
determinantes independientes en la distribucién de genotipos. El1 HCV-1 fue
asociado al UDVE y en concordancia con lo observado en el resto del pais la
infeccién con este genotipo fue predominante, entre los sujetos coinfectados con
HIV  (Quarleri et al.,, 2000; Bolcic et al., 2012). Este hallazgo sugiri6 que la
diseminacién de los genotipos 1 y 2 podria deberse a eventos epidemiolégicos
diferentes, lo que posteriormente intentamos comprobar por andlisis
tilogenéticos y de coalescencia.

Reportes previos indican una predominancia del genotipo 3 entre UDEV
(Ross et al., 2000; Chlabicz et al., 2008), en nuestro caso, llamativamente
hallamos una baja prevalencia de genotipo 3 entre individuos UDEV vy las
mayores prevalencias se hallaron entre individuos adultos (40-49 afios).

La relacién entre los genotipos de HCV y SIDA no ha sido bien
establecida, sin embargo, algunos estudios muestran que pacientes infectados
con el genotipo 1 incrementan el riesgo de mortalidad, principalmente
relacionado a SIDA, comparado con aquellos infectados con otro genotipo (van
Asten et al., 2004; Yoo et al., 2005; Sulkowsky, 2013a; Sulkowsky, 2013b).

Cuando analizamos los resultados obtenidos en el trascurso de los 10

afos de estudio corroboramos estadisticamente el aumento de incidencia de
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genotipo HCV-1. Sin embargo, no se hall6 asociacion significativa respecto a los
subtipos HCV1a y 1b y a las vias de transmision.

Con el fin de corroborar este nuevo comportamiento en el patrén
genotipico examinamos la historia local de introducciéon y diseminacion del
HCV-1 a lo largo del tiempo usando andlisis moleculares (secuencia de
nucledtidos) y bioinformaticos (andlisis filogenético y de coalescencia). Los
analisis de reconstruccion filogenética y filogeografica complementan la
reconstruccion de la  dindmica poblacional de un determinado
genotipo/subtipo. Esta estrategia experimental es considerada una moderna
herramienta para entender por qué algunas infecciones de HCV ocurren o se
expanden en ciertas dreas y para relacionar movimientos poblacionales con los
eventos de introduccion local de HCV (Tanaka et al., 2002; Nakano et al., 2004;
Culasso et al., 2012).

Los subtipos epidémicos (1a, 1b, 2a, 2b, 2c, y 3a), son caracterizados por
su alta prevalencia, baja diversidad genética, y una distribuciéon global que se
diseminé rapidamente durante el Gltimo milenio gracias a sus efectivos modos
de trasmision como UDEV, transfusiones, etc. Por el contrario los subtipos
considerados endémicos demuestran una alta diversidad genética local debido a
su baja tasa de trasmision y a su persistencia en la poblacién, durante centurias
en areas geograficas restringidas o circunscriptas. Basados en la diversidad
genética de HCV, en la actualidad, varios trabajos han reconstruido la historia
evolutiva de ambos linajes (epidémicos y endémicos) de HCV, donde se ha
asociado una escala temporal a datos de factores de riesgo, diversas rutas de
transmision y prevalencias (Pybus et al., 2009; Magiorkinis G, et al., 2009;
Markov et al., 2009; Markov et al., 2012). Un ejemplo es el ocurrido en el sur de
China donde los subtipos 3a y 6a han incrementado sustantivamente su

presencia en jovenes adultos desplazando al anteriormente anclado subtipo 1b
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(Yan et al., 2012). Otro el ocurrido en Venezuela en un periodo de 10 afios con el
reemplazo de HCV-1b por el HCV-2 (Pujol et al., 2007).

Recientemente, se realizé en Cérdoba un estudio tendiente a dilucidar y
profundizar en el proceso de diversificaciéon del genotipo 2, subtipo 2c. En el
mismo se reportd, por primera vez en la region, un origen histérico de este
subtipo asociado al proceso de inmigraciéon europea (principalmente de Italia),
lo cual es compatible con la historia de Argentina a principios del siglo 20
(particularmente entre 1880 y 1920). Asimismo, en este trabajo se sugiere que la
diseminacién de HCV-2c fue multicausal y se produjo casi simultdineamente en
Europa y Sud América, posiblemente como resultado de los avances médico
tecnolégicos de la primera mitad de siglo 20 (Ré et al., 2011).

Utilizando la misma estrategia usada para HCV-2 se intent6 reconstruir
la historia demografica del genotipo HCV-1, subtipo 1la y 1b en nuestro medio.
Es por ello que se analizaron los arboles obtenidos como resultado de la
reconstruccion filogenética a partir de las secuencias de la regiéon NS5B y E2
provenientes de Cérdoba, Villa Maria, Cruz del Eje y de otras localidades del
interior provincial (Figuras 6 a 9, en secciéon 4.4.3) junto a secuencias del
GenBank y de secuencias de genomas de referencia para HCV. Siendo la
topologia de los mismos independientes del método empleado, podemos decir
que ambos subtipos en ambas regiones analizadas (NS5B y E2) se comportaron
de manera similar. No se halld6 un comportamiento monofilético en las
secuencias analizadas. En general las secuencias de ambos subtipos se
entremezclaron sin evidencias de asociaciéon geografica (Cba, OLC) ni origen
comdn. Sin embargo, algunas secuencias genotipo 1b formaron pequefos
agrupamiento con un buen valor de soporte (boostrap 71%, por ejemplo en
Figura 8). Para intentar comprender si la expansiéon de HCV se di6 como un
proceso global tnico o fue la expansion simultdnea de un juego de ancestros

muy similares presentes en distintas regiones geograficas se realizé un andlisis
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tilogeografico. Este andlisis demostr6 un grado medio de diversificaciéon
geogréfica, suficiente para producir asociaciones e insuficiente para formar
grupos filogenéticos soportados (por bootstrap, por ejemplo), sustentando la
hipétesis de la expansion simultdnea de ancestros relacionados presentes en
varias regiones. El hecho de tener una introducciéon mds reciente o multiples
introducciones de ambos subtipos, sumado la asociacién geografica, nos marca
una tendencia de una probable ruta de contagio o transmisién local, sobre todo
si tenemos en cuenta la presencia de UDEV y de coinfeccién con HIV en nuestra

poblacién de estudio.

Cuando realizamos el andlisis de coalescencia, a fin de obtener la
dindmica poblacional del virus y un marco temporal de ambos subtipos,
obtuvimos que la edad del ancestro comtn mas reciente para el subtipo 1a, fue
estimada en 43 afios con un periodo de crecimiento poblacional desde ~ 1970.
Para el subtipo 1b éste se estimé de 69 afios con un crecimiento poblacional
desde ~1940. Ambos crecimientos son seguidos de una fase estacionaria que
llega hasta nuestros dias. Dicho hallazgo demuestra un evento “moderno” de
introduccién del genotipo 1 en la provincia de Cérdoba. En conclusién en el
caso del subtipo 1a el evento evolutivo de introduccién se hallaria en la década
del 70 coincidiendo con un mayor consumo de estupefacientes y para el subtipo
1b dicho evento, habria ocurrido unas décadas antes, casi en concordancia con
lo hallado en el resto del pais (Culasso et al., 2011; Golemba et al., 2010).

Finalmente, este incremento gradual de la prevalencia de genotipo 1,
homogéneamente distribuido en todas las edades, con altas prevalencias en
adultos jovenes y en ambos grupos (monoinfectado - coinfectados) no resulta,
un dato alentador, considerando que esta variante viral estd relacionada a baja
respuesta a la terapia antiviral. Por otra parte, el estilo de vida y la edad de las

personas infectadas lleva a pensar que los factores que hoy predominan, como el
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consumo de drogas endovenosas y las relaciones sexuales promiscuas seran los
causantes de la actual y futura diseminacion de este genotipo en nuestra region,

desplazando definitivamente al HCV-2c.
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Conclusiones:

v

Se detect6 una prevalencia elevada (12-20%) de HCV entre individuos

coinfectados con HIV.

La infeccion con HCV en individuos infectados con HIV interfirié

negativamente en la respuesta a la terapia HAART.

Fue posible detectar el virus de HCV en células mononucleares de sangre
periférica y fluidos biolégicos (saliva, cepillado endocervical y semen) de
pacientes infectados por HCV. Sin embargo, ésta deteccion fue
independiente de la coinfecciéon con HIV, la carga viral y genotipo HCV

circulante.

En Coérdoba, la distribuciéon de genotipos HCV fue diferente entre
individuos monoinfectados y coinfectados HCV/HIV y vari6 de acuerdo
con la edad y el modo de transmision. Este hallazgo sugiere que la
diseminacién de los genotipos 1 y 2 podria deberse a eventos

epidemiol6gicos diferentes.

En los altimos 10 afios se observé un incremento gradual de la
prevalencia de genotipo 1, respecto del genotipo 2 con un cambio
estadisticamente significativo en el perfil epidemiolégico a partir del afio

2003.

El incremento gradual de la prevalencia de genotipo 1, homogéneamente
distribuido en todas las edades y en ambos grupos (monoinfectado -
coinfectados) posee importantes implicancias en las decisiones
terapéuticas, considerando que éste posee baja respuesta a la terapia

antiviral.

La distribucion de los subtipos HCV1a y 1b fue homogénea en ambas

poblaciones estudiadas (HCV- HCV /HIV).
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El andlisis filogenético y el estudio de evolucion de los subtipos HCV 1a 'y
1b muestran el caracter heterofilético de la poblacién y un evento de
introduccién mucho mas reciente o “moderno” que para el ya conocido

2c en la provincia de Cérdoba.

En el caso del subtipo 1a el evento evolutivo de introduccién se hallaria
en la década del "70 coincidiendo con un mayor consumo de

estupefacientes.

Para el subtipo 1b el evento de introduccién a la provincia de Cérdoba
posiblemente ocurrié unas décadas anteriores, casi en concordancia con

lo hallado en el resto del pais.

Los resultados hallados refuerzan la hipétesis de que la evolucion del

Virus de la Hepatitis C local es modelada por la multicausalidad.
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DETECCION DEL VIRUS DE LA HEPATITIS C (VHC) EN SALIVA DE PACIENTES CRONICAMENTE INFECTADOS DE CORDOBA, ARGENTINA

DETECCION DEL VIRUS DE LA HEPATITIS C (VHC) EN SALIVA DE PACIENTES
ADARISARMMOCAMTE IMCOCATANRNC NMIEC ADNAAD A AV CRITIR A
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HEPATITIS C VIRUS (HCV) DETECTION IN SALIVA OF CHRONICALLY INFECTED PATIENTS

FROM CORDOBA, ARGENT|NA.
Adrian Farias, '* Viiviana Re, " Silvia Mengarelli, ? Luis Kremer, * Maria Belén Pisano, ' Luis Allende, * Juan
Nicolas, * Osvaldo Flbarcha, * Marta Contigiani .

RESUMEN

La posibilidad de transmision no parenteral del virus de la Hepatitis C (VHC) se sustenta por la
actual demostracion del virus en diferentes fluidos biolégicos. En este estudio, investigamos la
relacion entre la deteccion de ARN de VHC en la saliva de pacientes cronicamente infectados con
este virus y varios factores virales y del huésped. METODOS: Se estudiaron 16 individuos
coinfectados VIH/VHC y 21 pacientes monoinfectados con VHC, con media de edad de 38 y 45,
respectivamente. El ARN de VHC se detecté mediante transcripcion reversa seguida de la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) anidada. Los genotlpos fueron detectados usando RFLP y
be(,uenuarmeﬁt() UI[BCtG a paﬁlr ue IUb prU cios (JB PCR Id carga Vlfdl se uete no ubdl"l(JU
NASBA HCV-QT. RESULTADOS: Detectamos ARN de VHC en 21,6% de las salivas analizadas.
No se hallo diferencia estadisticamente significativa en relacion a la carga viral, genotipo,
coinfeccion VIH/VHC vy factores epidemiolagicos del huésped. CONCLUSIONES: Nuestros datos
sugieren que el VHC puede ser detectado en la saliva de los pacientes cronicamente infectados
independientemente de estos cofactores, incluyendo carga viral y coinfecccion VIH/VHC. Nuevos
estudios sobre dinamica de VHC seran necesarios a fin de profundizar en el conocimiento de la
transmision no parenteral de este virus.

Palabras claves:

ABSTRACT

The possibility of the non-parenteral Hepatitis C Virus (HCV) transmission is supported by the
demonstration that the actual virus is present in several body fluids. In this study, we investigated
the relationship between the detection of HCV RNA in saliva from chronically HCV-infected patients
and several viral and host factors. METHODOLOGY: This study comprised 16 HIV!HCV coinfected

el DT LIS v i e e N e T 1] melime ame A V0 amd AL unare racElasti LI/ DR A
adlitl £1 T v IIIUII\JIIIICl.-lc.‘u paugins Willi @ inmeaian ayge ur 90 ana 49 years, Ic::opt::k,u\.rt:lj M v-rivm

was detected in serum and saliva samples by reverse transcription-nested polymerase chain
reaction. Genotypes were determined by using RFLP and direct nucleotide sequencing of the PCR
products and plasma viral loads by using NASBA HCV-QT. RESULTS: We detected presence of
RNA HCV in 21.6% of saliva samples analyzed. When compared on the basis of the results of the
detection of HCV-RNA in saliva, patients did not differ significantly in relation to viral load, genotype,
HCV/HIV coinfection, and epidemiological host tactors. CONCLUSIONS: Our data suggest that
HCV can be detected in saliva of chronically HCV-infected patients independent of these cofactors,
including circulating HCV load and HCV/HIV coinfection. Studies on HCV dynamics are needed to
gain insights into nonparenteral transmission of HCV.
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PERFIL EPIDEMIOLOGICO
MOLECULAR DE LA
INFECCION POR EL VIRUS
DE LA HEPATITIS C EN

LA REGION CENTRAL DE

ARGENTINA

Molecular epidemiology pattern of hepatitis C
virus infection in central region of Argentina

Resumen

La presencia de RNA-HCV y la distribucién de
genotipos se detectaron mediante técnicas moleculares
(RT-nested PCR y RFLP) en 310 muestras de individuos
de la regidén centro de Argentina. Se hallé 11,8% de
coinfeccién HCV/HIV, con mayor prevalencia de
genotipo 1 (73%). La distribucidén de los genotipos 1y
2 entre individuos monoinfectados fue de 49,4% y 43,9%,
respectivamente.

El analisis de regresidén logistica multivariado mostré
que la edad y el uso de drogas endovenosas (UDEV)
condiciond la distribucién de genotipos. El genotipo
2 se halld frecuentemente entre adultos mayores y
su diseminacién no se pudo asociar a ninguna via de
transmision. El genotipo 1 se lo hallé principalmente en
adultos jovenes y asociados al UDEV. El notable incremento
de genotipo 1, homogéneamente distribuido en todas las
edades posee importantes implicancias en las decisiones
terapéuticas, considerando que posee baja respuesta a la
terapia antiviral.

Palabras Clave: Virus de la hepatitis C (HCV),
genotipos, epidemiologia molecular, coinfeccién HCV/
HIV, Argentina.
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is supported by the demonstration that the actu- sequencing of the PCR products and plasma viral | ABBREVIATIONS:
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study, we investigated the relationship between
the detection of HCV RNA in body fluids (saliva,
cervical smears, seminal fluid and peripheral
blood mononuelear cells) from chronically HCV-
infected patients and several viral and host fac-
tors.

Methodology: This study comprised 16 HIV/
HCV coinfected and 21 HCV monoinfected pa-
tients with a median age of 38 and 45 years, re-
spectively. HCV-RNA was detected in serum and
fluids samples by reverse transcription-nested

Results: When compared on the basis of the re-
sults of the detection of HCV-RNA in fluids, pa-
tients did not differ significantly in relation to
viral load, genotype. HCV/HIV coinfection, and
epidemiological host factors.

Conclusions: Our data suggest that HCV can be
detected in body fluids of chronically HCV-infected
patients independent of these cofactors, including
circulating HCV load and HCV/HIV coinfection.
Studies on HCV dynamics are needed to gain in-
sights into nonparenteral transmission of HCV.

INTRODUCTION

Infections by hepatitis C virus (HCV) represent
a major public health problem worldwide nowa-
days. HCV belongs to the Flaviviridae family, genus
Hepacivirus. Epidemiological studies have dem-
onstrated that the most efficient routes for HCV
transmission are parenteral, transfusion of blood
and blood products, intravenous drug use. occupa-
tional needle-stick injuries, hemodialysis and or-
gan transplantation (1). However, 15-40% of HCV
infected patients have no obvious parenteral risk
factors. In these patients, perinatal, intrafamilial
and/or sexual transmission is suspected. It is as-
sumed that viral transmission in these cases occurs
through various body fluids. The study of human
secretions searching for the presence of HCV-ge-
nome has yielded conflicting results. Sexual trans-
mission or other close human contacts may play a
role in sporadic and community-acquired infections
(2). Several studies have reported detection of HCV
RNA in semen (3-5) and cervical smears (CS) (6,
7). The detection of HCV in seminal fluid (SF) and

Hepato-Gastroenterology 2010, 57:16
© H.G.E. Update Medical Publishing S.A., Athens-Stuttgart

CS would provide further evidence for the biologi-
cal plausibility of sexual transmission of HCV. On
the other hand, other authors have demonstrated
the presence of HCV RNA in saliva (SA) of HCV
infected patients, by RT-nested PCR. These studies
report varying results, with detection rates ranging
from 0 to 100% (8).

Although HCV is prevalently a hepatotropic vi-
rus, the presence of extra hepatic replication is still
under debate. Several studies on peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) isolated from chroni-
cally infected patients suggest that these cells also
support HCV replication. Furthermore, several
studies suggest that extra hepatic replication of
HCV may be an important predictor of HICV treat-
ment outecome (9).

HCV and human immunodeficiency virus (HIV)
share routes of transmission. although the mecha-
nism of interaction between both viruses remains
unclear. HCV viremia is particularly high in HCV/
HIV co infected patients, which would favor the
presence of HCV in other fluids (10). Many studies
have been conducted to demonstrate the presence

(HCV); Human Im—
muno—Deficiency
Virus (HIV); Cervi—
cal Smears (CS);
Seminal Fluid
(SF); Saliva (SA);
Peripheral Blood
Mononuclear Cells
(PBMCs); Reverse
Transcription
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Reproduction
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Background: The purpose of this study was to update the epidemiological data on the prevalence of coinfection
with hepatitis Cvirus (HCV) and HIV, and to identify whether specificclinical and epidemiological factors influenced
the response of HIV-positive adults to highly active antiretroviral therapy (HAART).

Methods: This retrospective observational cohort study of 238 HIV-infected patients evaluated the effect of differ-
ent epidemiological and clinical parameters (including HCV coinfection) on therapy response among HIV-infected
adults initiating HAART. Multiple logistic regression models were used to identify foctors associated with therapy
response and estimated risk coefficients.

Results: Seroprevalence of HOV infectionin this population was 26% (62/238). We did not observe a significant as-
sociation between immunological or virological response relating to patient gender or HAART regimen. However,
this analysis showed that HCV serological status, age at HIV diagnosis, duration of treatment and WHO clinical
stage of AIDS (<200 CD4 cells/mlindependently of viral load either < or = to100 000 copies/ml), were significantly
associated with immunological and virological responses to HAART.

e L

Conclusions: These results show furtherevidence that hepatitis C serostatus is associated with a reduced response
to HAART.

S F—

Keywords: CD4 cell counts, HAART, HIV/HCV coinfection, response to therapy, viral load

Introduction

Worldwide, hepatitis Cvirus (HCV) accounts for approximately 130
million chronic infections, with on overall prevalence of 3%. HIV/
HCV coinfection affects 4 to 5 million people. It is well established
that HIV has an impact on the natural history of HCV, including a
higher rate of viral persistence, increased viral load, and more
rapid progression to fibrosis, end-stage liver disease, and death.
Whether HCV has a negative impact on the disease progression
of HIV continues to be debated.?

Advances in highly active antiretroviral therapy (HAART) have
dramatically reduced morbidity and mortality due to AIDS;”~*
however, all antiretrovirals have the potential to cause acute and
long-term hepatotoxicityandthis risk is increased two- tothreefold
in the presence of chronic liver disease such as that caused by HCV
infection.” Coinfection with HIV and HCVis, therefore, a substantial
medical and public health concern because it complicates patient

management and might also decrease the effectiveness of
HAARTS-®

Other dinical and epidemiological foctors ond odherence to
antiretroviral drugs have olso been associated with differences in
immunological and virological outcomes in patients taking
HAART.? -1 Although data are conflicting, several studies indicate
that women have lower plasma HIV RNA levels than men.™ Since
this measure influences the timing of HAART initiation, it is plous-
ible that women might start treatment later than men, which
could contribute to poorer outcomes in female patients compared
to male patients.??

HAART is comprised of complex drug regimens, which require
strict adherence to complicated dosing schedules to ensure
optimal long-term clinical and survival benefits. At least 95% ad-
herence is retiuired for an odequate virological and immunological
response.’*** A 2010 study demonstrated that multiple patient
related factors (oge, gender, baseline CD4 count and contribution

i) Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene 2013. All rights reserved. For Permissions, please email: joumals.permissions@oup.com.
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