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Resumen

Fundamento. El diagndstico de hepatitis cronica por VHC en pacientes sin factores
identificables de riesgo parenteral, permite especular sobre la existencia de otras vias de transmision.
Aplicando técnicas de biologia molecular se ha demostrado la presencia de ARN-VHC en muestras de
saliva de estos pacientes, por lo que se ha sugerido que este fluido podria constituir un vehiculo potencial
de infeccion. En los pacientes monoinfectados por el VHC se ha descrito un (nico factor predictor de la
presencia del VHC en saliva, que es la carga viral en sangre. La replicacion del VHC se incrementa en
presencia del VIH, lo que se traduce en mayores niveles de ARN-VHC en el higado vy el suero de los
pacientes coinfectados. Hasta la fecha, muy pocos autores han investigado la presencia del VHC en la
saliva de los pacientes coinfectados y en este colectivo se desconoce el patron de aclaramiento salival del

virus en respuesta al tratamiento con interferén-ribavirina.

Objetivos. Analizar la prevalencia de particulas ARN-VHC en saliva de pacientes coinfectados
VIH-VHC, determinar los factores que condicionan su presencia, y estudiar los patrones de aclaramiento

viral en sangre y en saliva tras la administracion de interferon pegilado y ribavirina.

Pacientes y métodos. Se disefiaron dos estudios, uno transversal de prevalencia y otro
longitudinal de aclaramiento. En el de prevalencia, participaron 150 pacientes con hepatitis C crénica, 75
coinfectados con VIH y 75 VIH negativos; después de registrar sus variables demograficas, clinicas y
analiticas, a todos se les tomo6 una Unica muestra de saliva estimulada. En el de aclaramiento, se
incluyeron 60 pacientes VIH+ con hepatitis cronica por VHC, seleccionados para recibir terapia combinada
con interferon pegilado y ribavirina; después de registrar sus variables demograficas, clinicas y analiticas, a
todos se les tomaron muestras de sangre y saliva al iniciar el tratamiento (basall, al finalizarlo, a los 6
meses post-tratamiento y en un sequimiento ulterior a los 12 meses post-tratamiento; en los pacientes
que completaron el seguimiento, a los b afios de la finalizacion del tratamiento se hizo un nuevo control
seroldgico para comprobar la presencia del VHC. Para detectar ARN-VHC en las muestras de saliva se

utilizo una técnica de RT-PCR anidada previamente validada.



Resultados. Se detectaron particulas ARN-VHC en la saliva del 65% de los pacientes
coinfectados frente al 52% de los controles monoinfectados; la presencia del VHC en saliva se relaciond
con la carga viral en sangre (p<0,001) y con determinados genotipos virales como el 3 (p< 0,001) en los
pacientes monoinfectados, pero no en los coinfectados. El estudio de aclaramiento viral se completd en 34
pacientes; la tasa de respuesta en sangre al finalizar el tratamiento fue del 79,4%, la de respuesta
sostenida a los 6 meses descendio al 55,8%, a los 12 meses de finalizar el tratamiento se detectaron 2
recidivas (50% de los pacientes mantuvieron criterios de respuesta favorable) y a los 5 afios se estimo que
el 56,6% de los pacientes mantenian una respuesta viral favorable a largo plazo. Al finalizar la terapia el
virus estaba presente en las muestras salivales de 13 pacientes (38,2%), mientras que a los 6 y 12 meses
de seguimiento se detectd ARN viral en el 52,9% de las muestras salivales recogidas (18 pacientes). La
deteccion del VHC en saliva basal no permitid predecir la respuesta al tratamiento con interferén-ribavirina
en términos de aclaramiento viral en sangre. Al analizar la concordancia en los patrones de aclaramiento
del VHC en sangre y en saliva en términos de presencia/ausencia de ARN-VHC detectable, observamos que
ésta aumentaba progresivamente a los largo del tiempo, alcanzando su maximo valor en el control

analitico efectuado 12 meses después de finalizar el tratamiento (OR= 112,51).

Conclusiones. La prevalencia de ARN-VHC en muestras salivales de pacientes coinfectados
VIH-VHC fue similar a la detectada en los monoinfectados VHC. No se identificé ningln factor
demografico, clinico ni analitico, que condicionara la presencia del VHC en la saliva de los pacientes
coinfectados, ni en la determinacion basal ni en las efectuadas después de recibir tratamiento con
interferon-ribavirina. La concordancia entre sangre y saliva en términos de presencia/ausencia de VHC
detectable aumenta progresivamente en los meses posteriores a la finalizacion del tratamiento,

confirmando que el aclaramiento viral puede ser mas lento en saliva que en sangre.
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1.1. Coinfeccion VIH-VHC

1.1.1. Epidemiologia

Poblacion general

En todo el mundo se calcula que hay 180 millones de infectados por el virus de la hepatitis C
(VHC) y que la infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) afecta a 33,3 millones de
personas (WHO/UNAIDS, 2011). Las cifras totales de coinfeccién por ambos virus (VIH-VHC) son dificiles
de determinar, fundamentalmente debido a que en algunos paises con un nivel menor de recursos no se
dispone de registros, pero se estima que el nimero de infectados oscila entre 4 y 5 millones (Thomas,

2008; Hadigan y Kottilil, 2011; Operskalski y Kovacs, 2011).

El solapamiento de ambas infecciones se hace especialmente patente en las areas geograficas y
poblaciones mas afectadas. Esto justifica la elevada prevalencia observada en ciertos grupos poblacionales
que comparten determinados patrones de conductas de riesgo, ya que existen muchas similitudes en las
vias de transmision de ambos virus (Alter, 2006). En un anélisis retrospectivo sobre la frecuencia de la
coinfeccion VIH-VHC realizado en el marco del estudio CAESAR (Canada, Australia, Europa y Suréfrical, se
encontrd una prevalencia total del 15,6%, con un rango que iba desde el 1,9% en Sudafrica al 48,6% en
Italia (Amin et al, 2004). Estos resultados parecen confirmar que las diferencias en las cifras de
prevalencia estdn condicionadas principalmente por la conducta de riesgo para la adquisicion de la

infeccion.

En el estado indio de Manipur, el 92% de los adictos a drogas por via parenteral VIH positivos
(VIH+) estan coinfectados con el VHC (Saha et al, 2000), mientras que entre las mujeres de la Republica
de Malaui -en donde el modo predominante de transmision del VIH es el contacto heterosexual-, la
prevalencia de VHC (aproximadamente un 16,5%] es similar en las coinfectadas que en las VIH negativas

(Ahmed et al, 1998).

Paradojicamente, en Australia, entre el colectivo de adictos a drogas por via parenteral, la

prevalencia del VHC es de un 50-60% mientras que la del VIH es de un 1%. Sorprendentemente la
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prevalencia de la coinfeccion VIH-VHC también es del 1%, dato que contrasta con las cifras mucho més
elevadas observadas en dicho colectivo en otros paises como EE.UU. o Espafia. Este resultado pone de
manifiesto el éxito de los programas australianos para reducir la diseminacion del VIH entre los
consumidores de drogas por via intravenosa (Nacional Centre in HIV Epidemiology and Clinical Research,

2001).

En EE.UU., segln los Centros para el Control de las Enfermedades (CDC), el nimero de
infectados por el VIH es de 800.000-900.000, de los cuales entre el 16 y el 25% también lo estan por el
VHC (mas de 200.000 personas) (Sherman et al, 2002; Thomas, 2002; Tedaldi et al, 2003; Pellicano et al,
2007). Entre los individuos infectados por el VHC, alrededor de un 10% también lo esta por el VIH

{Highleyman 2003).

En Europa, al igual que en EE.UU., la prevalencia de coinfeccion varia ostensiblemente en
funcion de la zona geografica evaluada. En la tabla 1 se detallan los porcentajes de coinfeccion de los
estudios mas relevantes llevados a cabo en paises europeos; cabe destacar la elevada prevalencia
detectada en Espafia, Rusia y Ucrania, fundamentalmente a expensas del colectivo de adictos a drogas por

via parenteral.

> Tabla 1. Prevalencia de la coinfeccion VIH-VHC en diversos estudios europeos

ESTUDIO COHORTE VIH+ VIH-VHC % VIH-VHC
Mendel et al, 1995 Normandia, Francia 161 55 34,2
Soriano et al, 2000 EuroSIDA 4.034 1.350 33,5

Greub et al, 2000 Swiss VIH 3.1 1.157 37,2

Martin et al, 2001 Madrid, Espaiia 902 649 72,0

Pialoux et al, 2002 Francia 1.764 465 21,0

Rockstroh et al, 2005 Europa }Zentral lBeIglca, 10-15
Austria y Alemania)

Soriano et al, 2008 Rusia y Ucrania 70,0
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Personal sanitario

Se ha sugerido que el riesgo de transmision del VHC tras un pinchazo accidental es
aproximadamente de un 3% y del VIH del 0,3% (Lauer et al, 2001). En un extenso estudio llevado a cabo
por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), concluyeron que el porcentaje atribuible de infeccion por
VHC contraida por heridas cortantes entre el personal sanitario era del 40-65% en las regiones en vias de
desarrollo en contraposicion al 8-27% en las paises mas avanzados. En el caso del VIH el rango oscilaba
entre el 0,5 y el 10%, dependiendo de la zona geogréfica. Llama la atencion el escaso nimero de
infecciones adquiridas por heridas cortantes accidentales registradas entre el personal sanitario de la

region geografica que incluye EE.UU., Canada y Cuba (Rapiti et al, 2005).
1.1.2. Transmision

Uno de los principales argumentos para justificar la elevada frecuencia de la coinfeccion VIH-VHC

es que ambos virus comparten basicamente las mismas vias de transmision (parenteral, sexual y vertical).

Parenteral

Dentro del grupo de adquisicion de estos virus por via parenteral, los adictos a drogas por via
intravenosa y los receptores de hemoderivados son particularmente susceptibles a la coinfeccion. Se
estima que entre el 85y el 90% de las personas que se contagian con el VIH debido al uso compartido de
jeringuillas estan coinfectadas con el VHC (Sulkowski et al, 2000a; Sulkowski y Thomas, 2003). Asi
mismo, alrededor de un 70% de los hemofilicos VIH+ estan coinfectados con el VHC, ya que los
procedimientos para la inactivacion del virus en sangre y hemoderivados no se instauraron de forma

sistematica hasta el afio 1985 (Rockstroh y Spengler, 2004).
Sexual

La transmision sexual del VHC se produce con menor frecuencia que la del virus de la hepatitis B
(VHB) o la del VIH. En consecuencia, tanto la infeccion por VHC como la coinfeccion VIH-VHC son
infrecuentes entre los varones homosexuales en relacion a otros colectivos de riesgo. Sin embargo, se han

descrito casos de hepatitis C aguda entre varones homosexuales VIH+ (Jaeckel et al, 2001), y el analisis
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filogenético refrenda la posibilidad de que el VHC se puede transmitir por via sexual (Urbanus et al, 2009).
El riesgo de dicha transmision se estima entre el 10 y el 14%, y depende probablemente del nimero de
parejas sexuales y del tipo de practicas sexuales (especialmente si facilitan la aparicién de heridas que

comprometan la integridad de la mucosa) (Danta et al, 2007).

Se ha sugerido que aunque la transmision del VHC por via sexual es mas infrecuente que la del
VIH, la coinfeccion VIH-VHC podria incrementar el riesgo de contagio del VHC por esta via (Eyster et al,
1991; Lissen et al, 1993; Thomas et al, 1995; Hisada et al, 2000), como ocurre con otras enfermedades de
transmision sexual. Una posible explicacion seria el aumento de la viremia del VHC tras la infeccion con el
VIH, que habitualmente se mantiene en valores en torno a 10 veces mayores que en la monoinfeccion
(Collier y Heathcote, 1998; Bonacini y Puoti, 2000). Sin embargo, no se ha demostrado que exista una
relacion directa entre la viremia y la presencia de VHC en semen, ni tampoco con la duracion de la
infeccion, el tipo de tratamiento antirretroviral para combatir el VIH, el recuento de linfocitos T CD4 +
(CD4), la carga viral del VIH, ni la presencia del VIH en el semen (Pasquirer et al, 2003). Asimismo, se ha
calculado que cada incremento de un logaritmo en la carga viral del VIH multiplica el riesgo de infeccion
por 1,37, mientras que las viremias elevadas del VHC no parecen condicionar significativamente el riesgo

de transmision de dicho virus (Hisada et al, 2000).

Vertical y perinatal

La transmision perinatal de la hepatitis C es poco frecuente en individuos inmunocompetentes
{<1%). En madres VIH+, el porcentaje de transmision vertical del VHC se eleva con el aumento de la
inmunosupresion (Pappalardo, 2003, y se estima que puede llegar al 20% (Yeung et al, 2001). la
transmision perinatal del VIH aumenta en mujeres coinfectadas VIH-VHC (Tovo et al, 1997); estas mujeres
suelen tener viremias de VHC muy elevadas, por lo que paralelamente también se incrementa el riesgo de
transmision del VHC de la madre al feto (Okamoto et al, 2000; Tajiri et al, 2001; Yeung et al, 2001;
Roberts y Yeung, 2002, Ngo-Giang-Huong et al, 2010). En este sentido, se han detectado particulas de
VHC en las secreciones genitales de las mujeres coinfectadas (Nowicki et al, 2002; Rakela et al, 2003), y
la presencia de ARN-VHC en el liquido cervicovaginal se ha asociado de forma significativa a la

coexistencia de ARN-VIH (Rakela et al, 2003). La tasa de transmision vertical del VHC se reduce
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notablemente entre los bebés nacidos por cesarea con respecto a los nacidos por via vaginal. En la
actualidad no se dispone de datos definitivos sobre el riesgo de transmision del VHC a través de la
lactancia materna, aunque se asume que éste es muy pequefio. De todas formas, las madres coinfectadas
VIH-VHC deben evitar la lactancia natural, porque se ha confirmado que puede constituir otra via de
contagio del VIH al recién nacido. El riesgo de transmision vertical del VHC por parte de las gestantes
VIH+ tratadas eficazmente con Terapia Antirretroviral de Gran Actividad (TARGA) y de las coinfectadas
VIH-VHC con viremia VHC indetectable, no se ha demostrado que sea mayor que el de las mujeres

monoinfectadas por el VHC (Thomas et al, 1998).

Los nifios nacidos de madres coinfectadas deben ser testados para el VHC. La positividad de los
anticuerpos hasta los 18 meses de edad no indica, en la mayoria de los casos, infeccion activa, ya que
puede deberse a la transmision pasiva de anticuerpos maternos a través de la placenta; en consecuencia,
en los nifios con sospecha de infeccion perinatal por el VHC es imperativo repetir la serologia
aproximadamente a los 2 afios de edad. Si se requiere un diagndstico precoz de la infeccion, se
determinar el ARN-VHC mediante técnicas de reaccion en cadena de la polimerasa (en inglés polymerase

chain reaction PCR) a las 4-6 semanas del nacimiento.

1.1.3. Historia natural

Aunque el VHC es un flavivirus y el VIH un retrovirus, ambos son monocatenarios (ARN) y
provocan una infeccion cronica. En la tabla 2 se resumen sus principales analogias y diferencias. Ambos
virus consiguen eludir la accion del sistema inmune del huésped gracias a un elevado porcentaje de
mutaciones, derivadas de una réapida replicacion sin correccion de errores. La tasa estimada de produccion
diaria de viriones es de 10" en el caso del VIH y de 10" para el VHC (Ho et al, 1995; Neumann et al,
1998). Estos virus coexisten en el organismo del paciente como un conjunto de clones estrechamente
emparentados (quasiespecies), que evolucionaran de distinto modo en el higado, el plasma y las células

mononucleares de la sangre periférica (Maggi et al, 1997; Venturi et al, 2000).



Deteccion de ARN-VHC en saliva de pacientes infectados con VIH y hepatitis C cranica. Patrones de aclaramiento viral tras Ia administracion de Interferdn pegilado y Ribavirina

» Tabla 2. Caracteristicas principales del VIH y del VHC

VIH VHC
g(:_lso(;ubrimiento del virus 1983 1989
N° de personas infectadas 40 millones 180 millones
Material genético ARN ARN
Vida media del virion <1 hora 2,7 horas
Principal célula diana Linfocitos T CD4+ Hepatocitos

Vida media de la célula
infectada

Alrededor de 1 dia

Varios dias 0 semanas

Principal ruta de transmision Sexual Parenteral
Tasa de cronicidad 100% 76%
Tasa de curacién con terapia 0% 40%
Periodo asintomatico 10 afios 30 afios

Principales valores

Recuento de CD4, carga viral

Fibrosis, estadio, cofactores

predictivos

Principal mecanismo . A L
!] . Muerte celular directa Mediacion inmunolégica

patogenico

Tratamiento Antirretrovirales Inmunomoduladores

Predictores del éxito del
tratamiento

Genotipo, carga viral,
adherencia, cirrosis

Carga viral, recuento de CD4,
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Se ha demostrado que la infeccion por VIH acelera la progresion de la hepatitis C, pero esta
repercusion de la coinfeccion no es reciproca, y la influencia del VHC en la progresion de la enfermedad
por VIH no se ha constatado de forma concluyente. La historia natural de ambas infecciones ha variado

considerablemente con la introduccion de la TARGA.

En la mayoria de los estudios de la era pre-TARGA no se observaron diferencias en la progresion
de la infeccion por VIH ni en términos de supervivencia, en base al estado serologico al VHC (Wright et al,
1994 Dorrucci et al, 1995; Macias et al, 1998); en dichos estudios, el riesgo de muerte por infeccion por

VIH era mayor que el riesgo de muerte por coinfeccion VIH-VHC (Fultz et al, 2003).
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En la época de la TARGA, sin embargo, se ha generado informacion controvertida acerca de la
eficacia de esta modalidad terapéutica en los individuos coinfectados. Algunos estudios apuntan a que la
respuesta inmune a la TARGA estd comprometida en los individuos coinfectados, pero no esta claro el
efecto del VHC en dicha respuesta, ya que este hallazgo no ha sido posteriormente confirmado por algunos
autores (Greub et al, 2000; Torriani et al, 2001; Sulkowski et al, 2002; Rockstroh et al, 2004). Desde el
afio 1996 las hospitalizaciones por infecciones oportunistas disminuyeron significativamente, mientras que
las relacionadas con complicaciones hepaticas aumentaron (Gebo et al, 2003). A pesar de que la TARGA
incrementa significativamente la supervivencia de los pacientes VIH-positivos, la coinfeccion con el VHC
aumenta el riesgo de muerte por causa hepatica (Fultz et al, 2003; Rimland y Guest, 2004; Rockstroh et

al, 2004; Backus et al, 2005).

Efectos del VIH en la progresion de la infeccion por VHC

Tras una infeccion aguda por VHC, la probabilidad de que el virus no se elimine
espontaneamente y se cronifique la hepatitis es de un 80-90% en los pacientes coinfectados VIH-VHC
frente @ un 60-70% en los VIH negativos (Thomas et al, 2000; Mehta et al, 2002; Augenbraun et al,
2003; Mathews y Bhagani, 2003; Danta et al, 2007; Matthews y Dore, 2008). La probabilidad de
cronificacion del VHC entre los coinfectados es menor en las mujeres que en los varones, y también se

reduce en los pacientes con niveles elevados de CD4 (Joshi et al, 2011).

La replicacion del VHC se incrementa en presencia del VIH, lo que se traduce en mayores niveles
de ARN-VHC en el higado y el suero de los pacientes coinfectados (Sherman et al, 1993; Cribier et al,
1995; Thomas et al, 1996). Algunos autores han sugerido que los niveles de ARN-VHC aumentan a medida
que avanza la inmunosupresion (Soto et al, 1997, mientras que otros no han podido confirmar que exista
una correlacion entre el recuento de CD4 y la carga viral del VHC (Sherman et al, 1993; Cribier et al,
1995; Beld et al, 1998; Bonacini et al, 1999; Collazos et al, 2010). También se ha generado cierta
controversia sobre el comportamiento de la carga viral del VHC tras el tratamiento exitoso con TARGA y la
consiguiente recuperacion inmunoldgica; mientras que algunos autores constataron un descenso de los
niveles de ARN-VHC (Pérez-Olmeda et al, 2000), otros no apreciaron cambios (Garcia-Samaniego et al,

1998; Rockstroh et al, 1998; Zylberberg et al, 1998), e incluso se ha descrito una elevacion transitoria de
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la viremia VHC (Rutschmann et al, 1998; Vento et al, 1998). Los niveles elevados de viremia VHC pueden
potenciar el riesgo de transmision de la infeccion y comprometer el éxito de la TARGA (Soto et al, 1997).
Sin embargo, tanto en los coinfectados VIH-VHC como en los monoinfectados VHC, no se ha demostrado
que las viremias VHC elevadas favorezcan la progresion de la fibrosis hepatica (Fanning et al, 1999;

Thomas et al, 2000).

La coinfeccion con el VIH también puede afectar a la heterogeneidad viral del VHC. En un
estudio realizado en pacientes con un recuento de linfocitos T CD4+ <50 cels/u/1, se observd que tenian
un marcado descenso en la diversidad nucledtida del VHC, a pesar de que conservaban un nimero normal
de clones de quasiespecies virales (Toyoda et al, 1997). Este hallazgo sugiere que, dentro de cada
quasiespecie, los clones que se replican mas eficazmente pueden llegar a convertirse en los predominantes
cuando la seleccion inmunologica estd dafiada, produciéndose, en algunos casos, una progresion mas

rapida de la hepatitis C.

El curso clinico de la hepatitis C en la coinfeccion VIH-VHC, viene determinado por la
inmunosupresion asociada al VIH. En varios estudios -algunos incluyendo analisis histopatoldgicos- (Eyster
et al, 1993; Telfer et al, 1994; Sanchez-Quijano et al, 1995; Rockstroh et al, 1996), se confirmd el curso
acelerado de la hepatitis C en los casos de coinfeccion. El avance de la infeccion por VIH precipita la
progresion de la hepatitis C, como reflejo la informacion proporcionada por el American Multicenter
Hemophilia Cohort Study (Eyster et al, 1993), en el que el 10% de los adultos hemofilicos coinfectados
VIH-VHC desarrollaron un fallo hepatico tras un periodo latente de 10 a 20 afios, incluso antes de la
aparicion de alguna infeccion oportunista asociada al SIDA o de una neoplasia; los enfermos con un
recuento de CD4 <100 cels/uI fueron los que progresaron con mayor celeridad hacia la fibrosis hepatica;
entre los pacientes monoinfectados por VHC no se produjo ninglin caso de fallo hepético en el mismo
intervalo de tiempo, y el periodo estimado para desarrollar un fallo hepatico o un carcinoma hepatocelular

fue de 30-40 afios.

Numerosos autores sostienen que la progresion a fibrosis hepética en los individuos coinfectados
VIH-VHC es mas rapida que en los monoinfectados VHC (Kim y Chung, 2009; Rotman y Liang, 2009;
Hernandez y Sherman, 2011), pero ain no se ha esclarecido si la presencia del VIH por si sola puede

acelerar la evolucion de la enfermedad por VHC o si la progresién a fibrosis se asocia fundamentalmente a
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la inmunodeficiencia. Puoti et al (Puoti et al, 2001), en un estudio de caracter retrospectivo, encontraron
una asociacién significativa entre un recuento de CD4 <b00 cels/i/I y un grado de fibrosis importante,
mientras que la infeccion por VIH por si misma no se asociaba a fibrosis severa; en este sentido, otros
autores confirmaron que los pacientes con <200 CD4/u/1 tenian mayor riesgo de desarrollar cirrasis que
los que mantenian un mayor nivel de inmunocompetencia (Lesens et al, 1999; Allory et al, 2000; Ragni y
Belle, 2001; Goedert et al, 2002). Por el contrario, en un estudio de casos y controles en el que se
evaluaron 116 pacientes con hepatitis C, b6 de los cuales estaban coinfectados, Allory et al (Allory et al,
2000) describieron una actividad necroinflamatoria mayor en los individuos coinfectados, especialmente en
aqueéllos con un recuento elevado de linfocitos CD4 (>500 cels/wl), lo que sustenta la teoria sobre el
influjo del propio VIH en la progresion de la fibrosis hepatica, incluso antes de que exista un deterioro
inmunoldgico significativo. La influencia potencial de la TARGA en estos hallazgos no se ha aclarado
definitivamente, ya que los participantes que recibian mas de dos antirretrovirales fueron excluidos por
Puoti et al (Puoti et al, 2001), mientras que Allory et al (Allory et al, 2000) no hicieron referencia a la
administracion de TARGA. Recientemente, se ha sugerido que el VIH acelera la evolucion de la
enfermedad hepatica en los pacientes con hepatitis C, si bien la progresion es mas significativa en los

pacientes inmunodeprimidos (Joshi et al, 2011).

En varios estudios se ha subrayado que entre los factores de mal pronéstico para la progresion a
fibrosis se encuentran: la edad, un consumo de alcohol diario superior a 50-80 gramos, un bajo recuento
de linfocitos CD4 (<200 cels/wl) y el tiempo de evolucion de la infeccion por VHC (>15 afios) (Benhamou

et al, 1999; Martin-Carbonero et al, 2003; Martin-Carbonero et al, 2004).

Para explicar la etiopatogenia de este hallazgo se ha sugerido que la apoptosis de los
hepatocitos aumenta ante la presencia simultanea de ambos virus, en comparacion con la existencia de
s6lo uno de ellos (Babu et al, 2009; Jan et al, 2011 (Figura 1). Ademas, tanto el VHC como el VIH
participan de forma independiente en la progresion de la fibrosis, al aumentar el estrés oxidativo (Tuyama

et al, 2010; Katsounas et al, 2011).
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» Figura 1. Mecanismo de apoptosis de los hepatocitos en pacientes coinfectados VIH-VHC
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Tomado de Rotman v Liang, 2009

Anecddticamente, otros autores (Garcia-Alvarez et al, 2010) han investigado un grupo de
pequefios virus con un ADN genéticamente variable, muy abundantes en los seres humanos de todo el
mundo, los torque teno virus (TTV) y los torque teno minivirus (TTVM). En sus estudios encontraron una
elevada prevalencia de infecciones por ambos virus en los individuos coinfectados VIH-VHC, asi como una
relacion directa entre la carga viral de estos virus y los grados de actividad inflamatoria y fibrosis en las

biopsias hepaticas.
Impacto de la TARGA en la progresion de la fibrosis hepatica

Todavia no se ha demostrado de forma concluyente si la introduccion de la TARGA ha tenido un
impacto significativo en el curso de la hepatitis C, aunque en varios estudios de cohortes se ha demostrado

que al mejorar la funcién inmunoldgica se retrasa la aparicién del fallo hepatico -especialmente en los
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pacientes que toman inhibidores de la proteasa- (Qurishi et al, 2003). Paradgjicamente, la actividad
inflamatoria que genera esa misma recuperacion del estado inmunoldgico podria acelerar la progresion de
la hepatitis C; este efecto se ha observado en algunos pacientes coinfectados en los que, tras la iniciacion
de la TARGA, ademas de un aumento importante de los linfocitos T CD4+ se detectd una elevacion
transitoria de las transaminasas, en el contexto de la reconstitucion inmunoldgica (Rutschmann et al,

1998).

Delimitar la contribucion de un determinado agente antirretroviral a la progresion de la fibrosis
es complejo. En la mayoria de los estudios publicados hasta la fecha, las tasas de progresion se han
estimado en base a un modelo que asume la linealidad, pero esta presuncion no siempre es cierta. Sin
biopsias secuenciales, la progresion individual de la fibrosis no se puede establecer. La duracion de la
infeccion por VHC, la severidad de la infeccion por VIH, la edad, el consumo de alcohol, el uso de drogas
recreacionales y otros factores de susceptibilidad individual, pueden dificultar la valoracion del efecto de la

TARGA en la progresion de la fibrosis (Macias et al, 2000; Benhamou et al, 2001).
Efectos del VHC en la progresion de la infeccion por VIH

En la mayoria de los estudios realizados en el periodo pre-TARGA, no se encontraron diferencias
en la progresion ni en la supervivencia a la infeccion por VIH entre los pacientes VIH+ monoinfectados y
los coinfectados VIH-VHC. Estos estudios tenian ciertas limitaciones, como el tiempo de seguimiento,
generalmente limitado a unos pocos afios, lo que impedia elaborar informacion fidedigna sobre la
evolucion de los recuentos de linfocitos T CD4+ y de las cargas virales. Teniendo en cuenta estas
limitaciones, los resultados de dichos estudios sugerian que la infeccion por VHC no alteraba
sustancialmente el curso de la infeccion por VIH, al menos en periodos cortos de tiempo (Wright et al,

1994; Dorrucci et al, 1995; Macias et al, 1998; Piroth et al, 1998).

A pesar de que el VHC por si mismo no empeora significativamente el curso de la infeccion por
VIH, las alteraciones hepaticas que ocasiona pueden condicionar la progresion de la enfermedad (Lesens et
al, 1999). En este sentido, en el Swiss Cohort Study, se identifico la hepatitis C como un factor de riesgo
independiente para una progresion mas rapida de la infeccion por VIH a SIDA y muerte (Greub et al,

2000). Este hecho parece que no responde a un uso més irregular o a una peor tolerancia a la TARGA,

"
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sino que obedeceria a una respuesta inmunoldgica mas pobre -cuantificable en términos de un menor
incremento de linfocitos T CD4 + en los pacientes coinfectados- (Potter et al, 2010), probablemente como
consecuencia de la exacerbacion de la apoptosis linfocitaria observada en este colectivo (Kérner et al,
2010). En otros estudios, por el contrario, la hepatitis C no condiciond la progresion de la infeccion por
VIH, inclusive tras ajustar en funcion del uso y respusesta a la TARGA (Chen et al, 2009). Los resultados del
Australian HIV Observational Database (AHOD) no confirmaron que existiera mayor riesgo de progresion
de la infeccion por VIH en la poblacion coinfectada, pero, al igual que el Swiss Cohort Study, demostraron
un menor incremento del nimero de linfocitos T CD4+ en respuesta a la TARGA que en los pacientes

monoinfectados (National Centre in HIV Epidemiology and Clinical Research, 2001).

Se ha corroborado, que al mejorar las opciones terapéuticas del VIH vy prolongarse
significativamente la esperanza de vida de estos pacientes, ha aumentado la probabilidad de los
coinfectados de experimentar un fallo hepético. Para algunos autores, el fallo hepatico representa la causa
mas frecuente de muerte entre los pacientes VIH+ (Bica et al, 2001). En un estudio llevado a cabo en
pacientes norteamericanos y europeos sobre los efectos adversos de los antirretrovirales, se encontrd que
la enfermedad hepatica era la segunda causa de muerte en los pacientes VIH+, por delante de la
enfermedad cardiovascular y solo superada por el SIDA (Weber et al, 2006). En Espafia, sin embargo, la
hepatitis cronica esté relegada al quinto lugar entre las causas de muerte en los pacientes VIH+ (Soriano
et al, 1999). Este hecho, unido al curso mas rapido de la hepatitis C en la coinfeccion, ha llevado a muchos

expertos a considerar la hepatitis C como una enfermedad oportunista (Sulkowski et al, 2000b).

En definitiva, parece que la respuesta a la TARGA en términos de reduccion de los niveles de
ARN-VIH se conserva en los pacientes coinfectados (Chung et al, 2002), pero se han publicado resultados
contradictorios acerca de la influencia de la hepatitis C en la respuesta inmunologica a la terapia
antirretroviral, en términos de incremento de los linfocitos T CD4+ (Greub et al, 2000; Sulkowski et al,
2002). Se han descrito otros factores que condicionan negativamente esta reconstitucién inmunoldgica y
que incluyen: un recuento basal elevado de CD4 al comenzar la administracion de la TARGA, el sexo
masculino, la edad avanzada, el historial de previo de adiccion a drogas inyectables, y la utilizacion de
regimenes terapéuticos exclusivamente a base de nucledsidos/nucledtidos inhibidores de la transcriptasa

reversa (Yacisin et al, 2008).
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Por otra parte, la condicion de coinfectado constituye un factor de riesgo para desarrollar
hepatoxicidad por antirretrovirales, y en este sentido se ha determinado que mas de un 10% de los

pacientes tienen que interrumpir el tratamiento debido a hepatoxicidad severa (Fuping et al, 2010).
Adiccion a drogas inyectables y coinfeccion VIH-VHC

Los estudios de cohortes en pacientes adictos a drogas inyectables que adquirieron la infeccion
por VHC, han proporcionado informacion muy relevante sobre la coinfeccion VIH-VHC, aunque
determinados factores como la reinfeccion por VHC, el uso cotidiano de drogas adulteradas o las

inyecciones no estériles, también podrian favorecer la progresion de la hepatitis C.

Las investigaciones realizadas en este colectivo corroboran la progresion mas rapida a cirrosis
entre los coinfectados VIH-VHC. Soto et al (Soto et al, 1997) estimaron que el tiempo medio para
desarrollar cirrosis era de 23,2 afios en los monoinfectados y 6,9 en los coinfectados. Al igual que en las
cohortes de hemofilicos, el riesgo de cirrosis se incrementaba en los individuos coinfectados con un

recuento de linfocitos T CD4+ <200 cels/uI (Di Martino et al, 2001).

Las discrepancias entre diferentes estudios sobre coinfeccion VIH-VHC y progresion de la fibrosis
hepatica podrian deberse a la elevada mortalidad por SIDA antes de la introduccion de la TARGA (Goedert
et al, 2002). En la era TARGA, el uso de drogas inyectables conlleva aparejado un aumento del riesgo de
mortalidad en los pacientes coinfectados. En un estudio publicado por Voirin et al (Voirin et al, 2003), al
comparar el periodo 1996-2002 con la etapa pre-TARGA, las tasas de mortalidad a los 3 y b afios
descendieron en los moninfectados por VIH, los coinfectados VIH-VHC v los coinfectados que utilizaban
drogas inyectables; tras ajustar los resultados en funcion de la edad y el recuento de linfocitos T CD4 +, el
riesgo de muerte entre los monoinfectados por VIH no era sustancialmente diferente al de los coinfectados
VIH-VHC, pero este riesgo aumentaba significativamente entre los coinfectados que consumian drogas

inyectables.
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1.1.4. Diagnostico

Tests serologicos y moleculares

Todos los pacientes infectados por VIH deberian someterse a tests especificos para descartar la
presencia de una infeccion cronica concomitante por VHC (Straeder et al, 2004; Soriano et al, 2007). Las
pruebas de diagnostico que se emplean en los pacientes coinfectados, no difieren de las utilizadas en los
pacientes monoinfectados por el VHC. Los tests diagnosticos se denominan seroldgicos cuando analizan

anticuerpos especificos, y moleculares si detectan particulas virales.

Los tests seroldgicos se utilizan en primera instancia por su simplicidad técnica y su bajo coste,
aunque carecen de la sensibilidad y especificidad de los examenes de deteccion del genoma viral. Los tests
mas aplicados para detectar anticuerpos contra el VHC (anti-VHC) son los enzimoinmunoanélisis (EIA). Se
han desarrollado tres generaciones de EIA desde su incorporacion como prueba de deteccion en 1990. La
sensibilidad del EIA de 3° generacion (EIA-3) alcanza el 99%, pero tiene una especificidad limitada que
obliga a efectuar un andlisis de confirmacion (Vrielink et al, 1997). El analisis mediante ensayo
recombinante por inmunoblot (en inglés RIBA) de 3% generacion (RIBA-3) es una técnica sencilla,
estandarizada y reproducible, pero mas compleja en su realizacion que el EIA, consume mas tiempo y es
relativamente cara, por lo que su utilidad suele limitarse a la exclusion de falsos positivos del EIA en los
bancos de sangre. La viremia de la hepatitis C es detectable mediante técnicas de PCR en el 60-90% de
los pacientes coinfectados, con anti-VHC positivos (McNair et al, 1992; Dieterich et al, 1999). En todo
caso, un EIA negativo no es suficiente para excluir la presencia del VHC en los pacientes VIH+. De hecho,
los EIA de 1? generacion (con una sensibilidad del 70-80%) arrojaban porcentajes significativos de falsos
negativos entre los pacientes VIH+, infravalorando la prevalencia de la infeccion por VHC en un 10-30%
(Hayashi et al, 1991; Thomas et al, 1996). Este elevado porcentaje de falsos negativos se ha atribuido a
diferentes factores: una escasa produccion de anti-VHC por la inmunosupresion avanzada (recuento de
CD4 <100 cels/ul), una disminucion mas rapida de los titulos de anti-VHC, una posible interaccion entre
los dos virus y una negativizacion de los anti-VHC. También podrian darse casos de falsos negativos
durante el periodo ventana de una infeccion aguda por VHC (primeras 12 semanas tras el contagio). Asi

mismo, la hipergammaglobulinemia asociada a la infeccion por VIH podria inducir falsos positivos en los
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EIA (McHutchison et al, 1991). También se han observado algunas inconsistencias en los analisis
confirmativos de la infeccion por VHC mediante RIBA, ya que el 10-23% de los resultados se consideran
indeterminados en presencia de coinfeccion (Nibling et al, 1994; Dieterich et al, 1999). En consecuencia,
aunque el EIA se considera una prueba diagndstica obligada, en los pacientes con anti-VHC indetectables y
otras evidencias de enfermedad hepatica crénica (niveles altos de enzimas hepaticas) y/o determinadas
conductas de riesgo (adiccion a drogas por via parenteral o practicas sexuales de alto riesgo), se debe
cuantificar la presencia de ARN-VHC en suero mediante PCR (Public Health Service and Infectious Diseases
Society of America, 1999). En conclusion, la deteccion de anti-VHC confirma la exposicién al virus, pero no

distingue entre una hepatitis C resuelta o cronica.

Los tests moleculares se emplean fundamentalmente para diagnosticar la hepatitis C cronica en
base a la deteccion del ARN-VHC circulante. Desde que se identifico el VHC a principios de los afios
noventa, empezaron a desarrollarse numerosos métodos de deteccion del ARN viral, que diferian
significativamente en términos de sensibilidad, especifidad y en las unidades de cuantificacion, lo que
imposibilitaba la comparacion de los resultados obtenidos con las diferentes técnicas. Para svitar esta
discrepancia, la OMS propuso la creacién de un estandar internacional que permitiera la cuantificacion
homogénea del ARN viral, las denominadas Unidades Internacionales (Ul). El nimero de Ul es

aproximadamente 0,8 log veces menor que el nimero de copias/ml (Saldanha et al, 1999).

La tasa de replicacion del VHC es relativamente baja, por lo que las técnicas clasicas de
hibridacion son ineficaces para detectar el virus en los fluidos corporales y resulta imprescindible aplicar

técnicas de amplificacion del ARN.

Los métodos utilizados para analizar la presencia de ARN-VHC (deteccion cualitativa) deben
tener la capacidad de detectar <b0 Ul/ml de ARN viral, manteniendo su sensibilidad entre los diferentes
genotipos. Existen al menos dos técnicas comerciales disponibles: la RT-PCR (Amplicor” VHC y Cobas”
Amplicor) y la TMA [Versant” VHC ARN). Estas pruebas presentan una sensibilidad del 96-98%, con una

especificad del 99%; los limites de deteccion de cada técnica son 50 y 5 Ul/ml respectivamente.

EI ARN-VHC se puede cuantificar (deteccion cuantitativa) mediante la aplicacion de dos técnicas:

RT-PCR competitiva/PCR en tiempo real y bADN. Los tests comerciales mas utilizados son: Quantiplex”
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VHC ARN (bADN), Amplicor” VHC Monitor (RT-PCR cuantitativa) y Cobas Tagman~ y Tagman Real Time
PCR” de Abbot (PCR en tiempo real). Los rangos dindmicos de deteccion suelen situarse entre 800 y
8.000.000 Ul/ml, de forma que si el nivel de ARN supera el limite superior del rango dindmico, éste debe

retestarse diluyendo la muestra al 1:10 o 1:100 para cuantificarlo de forma mas precisa.

A continuacion se comentan las caracteristicas mas sobresalientes de estas técnicas moleculares

de deteccion del ARN-VHC circulante:

* Reaccidn en cadena de la polimerasa con sistema de transcriptasa inversa (en inglés Reverse

Transcription Polymerase Chain Reaction, RT-PCR)

La PCR consiste en amplificar un fragmento de ADN, que queda delimitado entre los dos
primers o cebadores que constituyen secuencias complementarias del acido nucleico diana previamente
seleccionado. EI VHC es un virus ARN, lo que hace necesario realizar una retrotranscripcion previa, es
decir, convertir el ARN en ADN complementario (ADNc), para después amplificarlo. Esta técnica recibe la
denominacion abreviada de RT-PCR. Para ello, se selecciona una region viral bien conservada, como la &'

(UTRY, que permita la amplificacién de todos los genotipos.
* fleaccidn en cadena de la polimerasa en tiempo real

En la PCR clasica, el producto amplificado se detecta al final de la reaccion tras un niimero de
ciclos fijos, mientras que en la PCR en tiempo real se va detectando a medida que se va produciendo en
cada ciclo. Al igual que en la RT-PCR, se requiere una retrotranscripcion previa y la utilizacion de
cebadores que delimiten la region que se desea amplificar, y se intercala una sonda de ADN
complementaria a la secuencia problema, que se marca con un fluorocromo. A medida que se completan
los ciclos, se incrementa la cantidad de fluorescencia detectada. Es una técnica mas sensible y rapida que
la PCR clésica, y puesto que la amplificacion y la deteccion se producen en el mismo tubo de reaccion, no
precisa de manipulaciones posteriores, minimizando asi el riesgo de contaminacion. Su gran sensibilidad
permite establecer limites inferiores de deteccion por debajo de 10 Ul, con limites dindmicos de deteccion
mas amplios (entre 10 y 10.000.000 Ul/mll, sin necesidad de diluir las muestras (Esteban y Sauleda,

2006).
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* Métodos de amplificacidn isotérmica basados en la transcripcion (en inglés Transcription Mediated

Amplification; TMA)

Con esta técnica se obtiene el ADNc del ARN problema utilizando cebadores especificos que

delimitan la region que se debe amplificar y distintos enzimas. Es un proceso secuencial, de modo que las

nuevas hebras de ARN se transcriben de nuevo a ADNc, para obtener mas ARN. Para detectar el producto

de la amplificacion, la TMA utiliza sondas de oligonucledtidos marcadas que emiten una sefial

quimioluminiscente con un limite de deteccion de 5 Ul/ml (Ross et al, 2001).

* Amplificacion de senal mediante sondas de ADN ramificado (en inglés branched DNA, bDNA)

Consiste en un sistema de hibridacion tipo sandwich en fase solida, que incorpora distintas

sondas de oligonucledtidos para amplificar la sefial de deteccion. Entre las ventajas que presenta esta

técnica con respecto a las de amplificacion gendmica destacan: un menor riesgo de contaminacion cruzada

-y por lo tanto de falsos positivos-, y el hecho de no necesitar transcripcion inversa, lo que permite

detectar directamente el ARN (Nolte y Caliendo, 2007).

En la tabla 3 se detallan las técnicas moleculares comercializadas mas utilizadas y sus rangos

de deteccion (Esteban y Sauleda, 2006).

D Tabla 3. Técnicas moleculares para la deteccion/cuantificacion del ARN-VHC en suero

TEgL:ﬂ'.IYIAE.?:‘:,I:;ES TECNICA DE LABORATORIO | LiMITE DE DETECCION (Uljml)
Amplicor” HCV, version 2.0 RT-PCR manual 50
Cobas” Amplicor RT-PCR semiautomatizada 50
Versant” HCV ARN, version 3.0 TMA 10
TEgE::.EI!\I.nAE?::‘;g;Es TECNICA DE LABORATORIO RANGO DINAMICO (Uljml)
Cobas” Amplicor \QHUC monitor, versi6n RT-PCR semiautomatizada 600-850.000
Versant” VHC ARN, version 3.0 bADN 615-8.000.000
Cobas Tagman VHC’ RT-PCR en tiempo real semiautomatizada 30-200.000.000
LCX"VHC ARN RT-PCR semiautomatizada 25-2.630.000
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No existe ninguna formula de conversion estandar para transformar a Ul la cantidad de ARN-
VHC expresada en copias/ml, aunque el factor de conversion oscila habitualmente entre 1y b copias por
cada Ul. Generalmente, cada laboratorio especifica el factor de conversion de la técnica que comercializa

(Ferreira-Gonzalez y Shiffman, 2004) (Tabla 4).

P Tabla 4. Equivalencia numérica entre diferentes tests para la cuantificacion del ARN del VHC en copias/ml y Unidades
Internacionales (Ul)

TEST EQUIVALENCIA DE 1 Uljml
Amplicor” HCV Monitor, versién 2.0 (procedimiento manual) 0,9 copias/ml
Cobas” Amplicor HCV Monitor, version 2.0 (procedimiento semiautomatico) 2,7 capias/ml
Prueba cuantitativa del ARN del VHC Versant”, versién 3.0 5,2 copias/ml
Prueba cuantitativa del ARN del VHC LCx” 3,8 copias/ml
SuperQuant” 3,4 copias/ml

Un resultado positivo de ARN-VHC es suficiente para confirmar una infeccion activa por VHC,
pero no se puede descartar dicha infeccion en base a un Unico resultado negativo, ya que los niveles de
particulas virales pueden disminuir transitoriamente por debajo del limite de deteccion. Por ello, es
imperativo repetir las PCR negativas. Los analisis cuantitativos seriados de ARN-VHC se deben realizar

Gnicamente a los pacientes que estan recibiendo tratamiento anti-VHC.

Genotipado

En el contexto de la estrategia terapéutica de la hepatitis C es necesario determinar
previamente el genotipo viral, ya que éste representa uno de los factores predictores de la respuesta al
tratamiento -los genatipos 2 y 3 son los que mejor responden a la administracion de interferdn-, y puede
condicionar la decision de iniciar la terapia y/o de realizar una biopsia hepatica. Existe cierta controversia
sobre el niimero de genotipos que exhibe el VHC, ya que algunos investigadores defienden que existen 11
genotipos que tienen una distribucion geografica heterogénea, mientras que otros mantienen que sélo hay
6 genotipos con numerosos subtipos correspondiendo los genotipos 7 al 11 a variaciones del genotipo 6,
siendo esta Gltima la opinion méas consensuada en la actualidad (Simmonds et al, 2005). Ademas, es

factible la coinfeccién simultanea con varios genotipos (infeccion mixta).
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Los subtipos Ta y 1b son los mas comunes en EE.UU. y Europa. En Japon, el subtipo 1b es el
responsable del 73% de las infecciones por VHC. Los subtipos 2a y 2b son relativamente comunes en
Norteamérica, Europa y Japén, mientras que el subtipo Zc es especialmente frecuente en el norte de
[talia. El subtipo 3a es particularmente prevalente en europeos y estadounidenses adictos a drogas por via
intravenosa. El genotipo 4 es el que predomina en el norte de Atrica y en Oriente Medio, y los genotipos b
y 6 parecen confinados a Sudafrica y Hong Kong, respectivamente. Los genotipos 7, 8 y 9 s6lo se han
identificado en pacientes vietnamitas, mientras que el 10 y el 11 se han detectado exclusivamente en

Indonesia.

La distribucion geogréfica del VHC (Figura 2] y la diversidad de genotipos existente,
proporcionan informacion acerca de la evolucion histérica de la infeccion. La presencia de numerosos
subtipos de cada genotipo en determinadas regiones del planeta como el Africa subsahariana y el sudeste
asiatico, parece sugerir una endemia del VHC prolongada en el tiempo, mientras que la limitada diversidad
de subtipos detectada en EE.UU y Europa aboga por una reciente introduccion del virus desde las areas de

infeccion endémica.

D Figura 2. Distribucion geogréfica de los distintos genotipos del VHC

Se ha sugerido que existe una asociacion entre el genotipo del VHC y el modo de adquisicion de
la infeccion (Pawlotsky et al, 1995; Watson et al, 1996; Berg et al, 1997). En este sentido, los genotipos

1a y 3a estarian directamente relacionados con el consumo de drogas por via intravenosa, mientras que el
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genotipo 1b se observaria con mayor frecuencia entre los pacientes que contrajeron la enfermedad como
consecuencia de una transfusion de sangre contaminada. Sin embargo, otros autores no pudieron

confirmar este tipo de asociaciones (Zein, 2000).

El genotipo del VHC puede determinarse por técnicas moleculares o bien serologicas. Entre las
moleculares la referencia estandar es la amplificacion mediante PCR y posterior secuenciacion y analisis de
las regiones virales NS5, core, E1y 5'UTRs. Otros métodos se basan en la amplificacion del ARN-VHC de
especimenes clinicos, sequida bien de una reamplificacion con cebadores especificos, de una hibridacion o
de un proceso de digestion de los productos de la PCR mediante endonucleasas restrictivas que reconocen
la posicion concreta de enclavamiento para cada genotipo. En Europa, para la determinacion del genotipo,
se comercializa un kit (Inno-Lipa HCV II, Innogenetics, Bélgica) basado en la hibridacion inversa de los
productos amplificados de la region 5'UTR (Carithers et al, 2000). Aunque cualquiera de estos métodos
permite identificar correctamente la mayoria de los genotipos, solo mediante la secuenciacion directa de

los nucledtidos se podria discriminar el subtipo.

Se han comercializado varios tests para la determinacion seroldgica del genotipo del VHC. Uno
de los mas utilizados es el RIBA SIA (Chiron Corp. Emeryville, CA, USA), que contiene 5 secuencias de
péptidos especificos para cada genotipo seroldgico diferentes, extraidas de la region del core del genoma
del VHC para los genotipos 1, 2 y 3 (Dixit et al, 1995], que posteriormente dio lugar a las versiones 2.0 y
3.0. El otro test es el Murex VHC (Murex Diagnostics Ltd., Kyalami, Repblica de Sudafrical, que se basa
en la deteccion de anticuerpos especificos para cada genotipo serologico, dirigidos a epitopos codificados

por la region NS4 de los genomas de los genotipos 1 a 6 (Gish et al, 1997), cuya Gltima version es la 4.0.

La seleccion del método de tipificacion para el VHC se basard en la experiencia del laboratorio
de referencia y en el objetivo que se persigue con la tipificacion. Para identificar todos los subtipos e
incluso secuencias nuevas si las hubiera, la amplificacion por PCR y posterior secuenciacion, constituye el
método de eleccion. Sin embargo, muchas veces se pretende exclusivamente identificar a los pacientes
infectados por el genotipo 1 para determinar la estrategia terapéutica, en cuyo caso resultarian de utilidad

cualquiera de los métodos serologicos descritos previamente.
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Niveles de transaminasas

Tras el genotipado también se deben determinar los niveles de transaminasas, los pardmetros
de colestasis y los marcadores de la capacidad sintetizadora del higado (colinesterasa, albimina, proteinas
totales y factores de coagulacion), ya que la informacion que proporcionan en los pacientes coinfectados

es tan (til como en los VIH negativos.

Teécnicas de imagen

Se dispone de numerosas técnicas de imagen para evaluar las alteraciones del parénguima
hepatico, como la ecografia, la tomografia computarizada (TC) y la resonancia magnética (RM). Sin
embargo, estas pruebas presentan una utilidad limitada en el estadiaje de la enfermedad hepética, ya que
a menudo detectan anomalias nicamente en estadios avanzados de la enfermedad. La ecografia puede
emplearse como prugba inicial para la evaluacion de la cirrosis (especialmente si existe sospecha clinica en
base a un examen fisico 0 a parametros analiticos) o para la deteccion preliminar de lesiones sospechosas
de carcinoma hepatocelular. En términos de coste/beneficio, el uso de la TC con contraste o de la RM, en

general deberia limitarse a la evaluacion de posibles masas hepaticas en los pacientes con cirrosis.
Biopsia hepatica

Existe cierta controversia acerca de la importancia de realizar una biopsia hepatica previa al
comienzo de la terapia, ya que no hay recomendaciones especificas basadas en resultados de estudios
clinicos. Por una parte, se considera que el tratamiento para el VHC sélo deberia administrarse si se
dispone de una confirmacion “absoluta” como la que proporciona el estudio histologico, ya que
habitualmente coexisten numerosos factores de confusion como efectos secundarios, interacciones con la
TARGA y una eficacia limitada. Por otro lado, deberia asumirse que la terapia para el VHC estaria
justificada practicamente en todos los pacientes coinfectados, debido al curso particularmente acelerado
de la hepatitis C en este colectivo, que progresa a fibrosis o a cirrosis en aproximadamente la mitad de los
casos. Ademas, la biopsia hepatica deberia repetirse cada 2-3 afios para poder evaluar la progresion de la
enfermedad y no todos los pacientes aceptan este planteamiento. En consecuencia, la biopsia hepatica

seria deseable especialmente en los pacientes con una alta probabilidad de respuesta favorable a la
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terapia, mientras que resultarfa ineludible si los hallazgos clinicos no fueran concluyentes y se necesitase
determinar la actividad hepatica y el nivel de dafio del parénquima hepatico. Las clasificaciones
histoldgicas mas utilizadas son las que incluyen los grados de fibrosis (FO-F4) y el indice de Knodell de
actividad histoldgica (Figura 3). Si no se confirma la existencia de fibrosis o de una actividad inflamatoria

significativa, no estaria indicado iniciar el tratamiento de forma inmediata.

» Figura 3. Diferentes grados de actividad histoldgica en biopsias hepaticas de pacientes con hepatitis cronica por VHC

1. Actividad ligera y sin fibrosis (x 10 H&E) 2. Infiltracion grasa (esteatosis), actividad moderada y fibrosis portal (x 10 H&E).
3. Actividad moderada y fibrosis portal (x 10 H&E). 4. Actividad moderada y fibrosis portal (x 10 H&E). 5. Actividad moderada y
fibrosis portal (x 20 H&E). 6. Actividad moderada v fibrosis severa (x 10 H&E). 7. Actividad moderada y fibrosis severa (x 20
H&E). 8. Actividad moderada-severa e inicio de cirrosis (x 10 H&E) 9. Actividad moderada-severa e inicio de cirrosis (x 20 H&E)

En cualquier caso, antes de efectuar una biopsia hepatica deberian considerarse minuciosamente

sus contraindicaciones. Esta puntualizacion resulta particularmente relevante para los hemofilicos, en los
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que habitualmente hay que desistir de plantearse la biopsia por el riesgo inherente de hemorragia severa.
También hay que tener presente que el estadiaje de la enfermedad mediante biopsias es costoso y estd
sujeto a errores de muestreo por la heterogeneidad de la propia fibrosis. Ademas, si bien con la técnica
guiada mediante ultrasonidos se reduce el riesgo, las complicaciones de la biopsia hepatica percutanea
(hemorragia, peritonitis biliar y neumotdrax) se detectan en el 0,31% de los casos. Se sostiene que la
biopsia hepatica es el método diagnostico de referencia de la fibrosis hepatica, pero es una herramienta
imperfecta, que debe reservarse para aquellos pacientes en los que los métodos incruentos no permitan
definir la gravedad de la enfermedad y en los que sus resultados condicionen la decision terapéutica;
también puede proporcionar informacion relevante cuando exista la posibilidad de una enfermedad

concomitante que pueda condicionar el diagnostico y/o el tratamiento del paciente.

Pruehas no invasivas

Un area de investigacion especialmente activa en los Gltimos afios, ha sido intentar aumentar la
sensibilidad v el poder discriminatorio de las pruebas no invasivas para evaluar la fibrosis hepética. Los
indices o biomarcadores séricos son meros indicadores indirectos de la fibrosis; en la actualidad,
disponemos de tests fiables para discriminar entre los pacientes con un grado minimo de fibrosis y los que
tienen cirrosis, pero que no distinguen con claridad fases intermedias en la progresion de la enfermedad
(Myers et al, 2003; Kellegher et al, 2005; Nunes et al, 2005; Sterling et al, 2006; Wilson et al, 2006).
Algunas pruebas se han popularizado en el marco de ensayos comerciales -por ejemplo, el HCV
FibroSURE™ (Laboratory Corporation of America Holdings, Burlington, NC, USA)-, mientras que otras se
basan en parametros analiticos que se obtienen rutinariamente en las personas infectadas por el VIH (FIB-
4: edad, GPT, GOT y recuento de plaguetas; APRI: GOT-plaquetas Ratio Index; HEPASCORE: bilirrubina,
GGT, hialourénico, a-2, macroglobulina, edad, sexo; FIBROMETER: plaquetas, protrombina, hialourénico,
o-2, macroglobulina, edad, GOT, urea). Una técnica no invasiva particularmente destacable es la
elastograffa transitoria [FibroScan”, Echosens, Parfs, Francial, que proporciona mediciones de la rigidez
hepatica como expresion del grado de fibrosis (de Ledinghen et al, 2006). Con la elastografia se explora un

volumen hepatico 500 veces superior al analizado en la biopsia hepatica y es un técnica sencilla, con
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elevada reproducibilidad; en diversos estudios realizados en pacientes coinfectados VIH-VHC, se ha
corroborado el notable rendimiento de esta técnica para el diagnostico de cirrosis (de Ledinghen et al,
2006; Vergara et al, 2007); valores superiores a 11,8 kPa 6 14,6 kPa se han asociado a la presencia de
cirrosis en mas del 80% de los pacientes. La capacidad de la elastografia para discriminar entre pacientes
con v sin fibrosis significativa parece mas limitada (de Ledinghen et al, 2006; Vergara et al, 2007, aunque
se ha sefialado que una elasticidad inferior a 6 kPa permite descartar la presencia de fibrosis significativa
con un valor predictivo del 90% (Macias et al, 2008). La utilidad de diferentes combinaciones de
biomarcadores séricos entre si y con el FibroScan™ para establecer el diagndstico y la progresion de la

fibrosis, atin no se ha determinado definitivamente (Manning y Afdhal, 2008, Sanchez-Conde et al, 2010).

Manifestaciones extrahepaticas

Cuando existe una sospecha clinica que requiere la deteccion o la exclusion de manifestaciones
extrahepaticas como vasculitis, glomerulonefritis y/o crioglobulinemia sistémica, es necesario efectuar
pruebas especificas como biopsia de piel, analisis de orina, biopsia renal y/o deteccion de crioglobulinas

séricas.

Enfermedades autoinmunes

Las recomendaciones para realizar andlisis de autoanticuerpos con el fin de descartar
enfermedades autoinmunes no se han establecido de forma concluyente, ya que sus resultados son
dificiles de interpretar, y mas del 60% de los pacientes con hepatitis C tienen autoanticuerpos como ANA,
RF, anticardiolipina, SMA o LKM1, como expresion de un fenémeno autoinmune sin relevancia clinica. Si
los titulos de dichos autoanticuerpos se elevan o aparecen por primera vez durante el tratamiento con
interferon, la terapia no deberia interrumpirse, asi que la necesidad de realizar tests rutinarios para
detectar autoanticuerpos es discutible. La excepcion la constituyen los anticuerpos LKM1, cuya

determinacion es imperativa antes de comenzar el tratamiento con interferon, con objeto de excluir una
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hepatitis autoinmune. Los pacientes con resultados positivos deberian monitorizarse estrechamente, para
detectar precozmente cualquier deterioro de la funcion hepética durante la terapia con interferan, como
hallazgo sugestivo de hepatitis autoinmune activa; si empeora la funcion hepatica el tratamiento deberia

interrumpirse; la necesidad de farmacos inmunosupresores debe valorarse de forma individualizada.
Enfermedad tiroidea

Antes de comenzar el tratamiento farmacoldgico de la hepatitis C se deben controlar los niveles
de TSH para descartar una disfuncion de la glandula tiroides. Si la funcion tiroidea es normal, seria
suficiente con investigar los niveles de la hormona a intervalos de 12 semanas. En los casos de
hipotiroidismo se recomienda emplear levotiroxina, y para el hipertiroidismo es importante aplicar
tratamiento especifico antes de comenzar la terapia. Una vez controlada la disfuncion tiroidea, puede
iniciarse la administracion de interferdn, siempre bajo un estricto control mensual de la TSH. Cerca de un
5% de los pacientes desarrollan una disfuncion tiroidea durante el tratamiento con interferon, que
generalmente se manifiesta en los tres primeros meses de terapia; en caso de induccion de hipotiroidismo
habitualmente es posible mantener el interferdn en combinacion con la levotiroxina; por el contrario, i se
provoca un hipertiroidismo, muchos autores sugieren interrumpir de inmediato el tratamiento con
interferon, aungue en algunos casos concretos se pudiese continuar; en la mayoria de los pacientes dicha
disfuncion tiroidea se resuelve al suspender el interferon, pero cada caso debe evaluarse de forma

individualizada.

Méas del 12% de los pacientes con hepatitis C tienen autoanticuerpos tiroideos antes de iniciar el
tratamiento con interferdn (anticuerpos anti-tiroperoxidasa, anti-tiroglobulina y anti-receptores de TSH). En
estos pacientes, el riesgo de deterioro de la funcién tiroidea al administrarles interferén es sensiblemente
mayor. El despistaje previo a la terapia con interferdn de dichos anticuerpos seria deseable en todos los
infectados, pero es imperativo en aquéllos que presenten niveles anormales de TSH, para disponer de

valores basales que permitan interpretar adecuadamente los controles posteriores.

25



Deteccion de ARN-VHC en saliva de pacientes infectados con VIH y hepatitis C cranica. Patrones de aclaramiento viral tras Ia administracion de Interferdn pegilado y Ribavirina

1.1.5. Tratamiento

El objetivo de la terapia anti-VHC en los individuos coinfectados es el mismo que en los
monoinfectados, eliminar el virus; su éxito se define como Respuesta Viroldgica Sostenida (RVS) y se
confirma cuando no se detecta ARN viral en plasma a los 6 meses de finalizado el tratamiento. Las tasas
de RVS son inferiores en los pacientes coinfectados (Perronne et al, 2002; Chung et al, 2004; Perronne et
al, 2004; Torriani et al, 2004); en estos pacientes, la RVS se traduce en reduccion de la fibrosis y mejoria
histoldgica, lo que reduce la posibilidad de desarrollar una enfermedad hepatica terminal y/o un

hepatocarcinoma (Barreiro et al, 2006).

El tratamiento de eleccion en los pacientes coinfectados consiste, al igual que en los
monoinfectados, en la combinacién de interferén pegilado (PEG-IFN) (Figura 4) y ribavirina (Panel de
expertos de Gesida, SPNS y AEEH, 2010), con porcentajes de RVS que oscilan entre el 27 y el 44%
(Carrat et al, 2004; Chung et al, 2004; Laguno et al, 2004a; Torriani et al, 2004). Hasta la fecha se han
comercializado dos tipos de PEG-IFN, el a-2a y el a-2b, definidos por el tipo de pegilacion de la molécula,

que les confiere caracteristicas farmacocinéticas distintas.

Las dosis de PEG-IFN son similares a las que se administran en los pacientes monoinfectados
(PEG-IFN o-2a= 180 wg/semanales; PEG-IFN o-2b= 1-1,5 r/g/kg/semanales). En los primeros ensayos
clinicos publicados, la ribavirina se administraba a una dosis fija de 800 mg al dia, fundamentalmente para
evitar la aparicion de anemia; sin embargo, los escasos resultados en términos de RVS (18%) obtenidos en
pacientes con VHC genotipo 1y las elevadas viremias observadas en el estudio APRICOT, constituyeron el
principal argumento para sefialar que esta dosis podia ser insuficiente (Torriani et al, 2004). En estudios
posteriores se demostro que se pueden prescribir dosis mayores, mejorando significativamente las tasas
de RVS (Alvarez et al, 2006). En la actualidad se recomienda establecer la dosis de ribavirina en funcién
del peso del paciente, independientemente del genotipo viral; 1000 mg/dia para los de menos de 75 kg y
1200 mg/dia para los que pesan mas de 75 kg, repartidos en dos dosis (Hadziyannis et al, 2004; Soriano

et al, 2007, European AIDS Clinical Society, 2011).
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»  Figura 4. Molécula de interferén pegilado, que se obtiene mediante la union fisicoguimica de polietilenglicol a una
proteina, el interferdn alfa recombinante

Candidatos para el tratamiento anti-VHC

La coinfeccion VIH-VHC ha suscitado cambios de estrategia en el manejo de la hepatitis cronica
por VHC, promoviendo actitudes mas intervencionistas condicionadas por la mayor velocidad de progresion
del dafio hepatico en los coinfectados (Benhamou et al, 1999; Martinzez-Sierra et al, 2003; Martin-
Carbonero et al, 2004). En consecuencia, todos los pacientes coinfectados deben considerarse potenciales
candidatos para recibir tratamiento anti-VHC de forma precoz, ya que la mayoria son jovenes y la tasa de
respuesta empeora a medida que avanzada la fibrosis hepatica (Soriano et al, 2003). El principal factor
predictivo de estadios avanzados de fibrosis es el tiempo estimado de evolucion de la infeccion por VHC
(Martin-Carbonero et al, 2004). Se calcula que la mitad de los pacientes desarrollaran fibrosis a los 25
afios de la primera exposicion al VHC. Si consideramos que la edad media de los coinfectados es de unos
40 afios, que la mayoria tienen antecedentes de adicion a drogas por via parenteral y que iniciaron esta

practica a los 18-20 afios, es de esperar que muchos de ellos presenten grados avanzados de fibrosis
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hepatica (Martin-Carbonero et al, 2004); en este sentido, en nuestro entorno se confirmd que casi la mitad
de los pacientes coinfectados ya tienen precirrosis o cirrosis en el momento de efectuar la biopsia
hepética. En consecuencia, si no se aplica un tratamiento anti-VHC temprano y eficaz, probablemente en

los proximos afios se registrara un aumento de las complicaciones hepaticas en los pacientes coinfectados.
* (riterios de tratamiento dependientes de las caracteristicas de la infeccion por el VHC

El genotipo y la carga viral, son los principales factores predictores de éxito del tratamiento anti-
VHC. La tasa de respuesta viral sostenida en los pacientes con genotipo 3 es del 44-73%, mientras que en
el genotipo 1 es del 17-39%. EI 34-61% de los pacientes con carga viral baja responden al tratamiento,
frente al 25-33% de los que tienen una carga del VHC elevada. Combinando ambos factores, en aquellos
pacientes con genotipo 1y carga viral elevada, la tasa de respuesta no supera el 18% (Carrat et al, 2004;

Chung et al, 2004; Torriani et al, 2004; Nifiez et al, 2007).
* (riterios de tratamiento dependientes de fa infeccion por el VIH

La respuesta al tratamiento se correlaciona con el recuento de linfocitos T CD4 +, posiblemente
como reflejo de una mejor preservacion del sistema inmune. Por lo tanto, en pacientes que no han
recibido tratamiento antirretroviral, es aconsejable tratar la hepatitis C cuando los recuentos linfocitarios
son altos y no esperar a estadios de inmunosupresion mas avanzados (Soriano et al, 2004a). De forma
arbitraria, se ha establecido la cifra de 350 cels/w/l como el umbral minimo aconsejable para iniciar el
tratamiento anti-VHC. Sin embargo, en pacientes con recuentos de linfocitos T CD4+ entre 200 y 350
cels/ul que ya han recibido TARGA durante un tiempo prolongado y muestran una adecuada supresion de
la replicacion del VIH, también debe valorarse el tratamiento de la hepatitis C. En esta situacion, la
decision sobre iniciar 0 no la terapia debe individualizarse, teniendo en cuenta factores como la tasa de
respuesta viral sostenida estimada, el tiempo de tratamiento, la severidad de la enfermedad hepética y el
riesgo de progresion, entre otros (Soriano et al, 2004a). Por todo ello, en general debe evitarse el

tratamiento de los pacientes con recuentos de linfacitos T CD4+ <200 cels/u!.

No se ha demostrado una relacion directa entre la carga viral del VIH y la probabilidad de
respuesta favorable al tratamiento de la hepatitis C. En consecuencia, la concentracion plasmatica del VIH

no se considera un factor primordial al valorar la indicacion de tratamiento de la infeccion cronica por VHC,
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siempre y cuando el paciente reciba regularmente tratamiento antirretroviral, en los casos en los que esté

indicado.

* (Contraindicaciones para el tratamiento de la infeccidn crénica por el VHC en pacientes coinfectados

VIH-VHC

Las principales contraindicaciones para recibir tratamiento de la infeccion cronica por el VHC
son:

- Sindrome depresivo no controlado. La depresion leve-moderada puede ser una limitacion
eludible, siempre que el paciente sea evaluado de forma adecuada y si es preciso reciba
tratamiento antidepresivo.

- Dependencia de alcohol o de otras sustancias de abuso.

- Trasplante renal, cardiaco o pulmonar.

- Enfermedades de etiologia autoinmune que puedan exacerbarse con la administracion de
interferén (como la hepatitis autoinmune).

- Hipertiroidismo no tratado.

- Embarazo, lactancia e incapacidad para cumplir con una contracepcion adecuada.

- Cirrosis hepatica descompensada.

- Comorbilidades graves o mal controladas como hipertension, insuficiencia cardiaca, cardiopatia
isquémica o enfermedad pulmonar obstructiva crénica.

- Hipersensibilidad conocida al interferdn o la ribavirina.

- Presencia o antecedente de trastorno psiquiatrico grave, ya que el interferén puede exacerbar el

proceso.
Inicio del tratamiento

En pacientes naive para antirretrovirales y sin criterios para recibir tratamiento anti-VIH (CD4
>350 cels/u! y carga viral del VIH <50.000 copias/ml), est4 indicado tratar primero la hepatitis C cronica,
con la ventaja de que la respuesta sera mejor con un sistema inmune relativamente preservado, evitando
ademas las interacciones potenciales entre la ribavirina y los antirretrovirales (Soriano et al, 2004a). Se

puede plantear cierta controversia sobre la conveniencia de iniciar el tratamiento anti-VIH antes que el
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anti-VHC en los coinfectados con linfocitos T CD4+ >350 cels/u! y carga viral del VIH >50.000
copias/ml; en este sentido, se ha sefialado que la tolerancia a los antirretrovirales mejora si se trata la

hepatitis C antes de iniciar la TARGA (Uberti-Foppa et al, 2003).
Biopsia hepatica

Como ya se ha comentado previamente, la biopsia hepatica proporciona una informacion
valiosa, ya que permite determinar el grado de fibrosis y descartar otras causas concurrentes de
hepatopatia. Conociendo el estadio de la enfermedad hepatica y el tiempo aproximado de infeccion, se
puede hacer una estimacion del tiempo que ha de transcurrir hasta el desarrollo de una disfuncion
hepética terminal. En consecuencia, la biopsia puede ayudar a decidir de forma individualizada la idoneidad
de prescribir tratamiento anti-VHC, en funcion de la edad del paciente y del grado de dafio hepatico. Los
clinicos que defienden realizar una biopsia hepética antes de iniciar el tratamiento para la hepatitis cronica
C en pacientes coinfectados, argumentan que los efectos secundarios del interferdn y la ribavirina, junto
con las interacciones potenciales con los antirretrovirales y la eficacia limitada de los actuales tratamientos

en este colectivo, obligan a seleccionar muy bien a los candidatos.

Sin embargo, la agresividad de la biopsia y la cuestionabilidad del resultado cuando no se
dispone de fragmentos de tejido mayores de 25 mm, han puesto en entredicho su utilidad. Al disponer de
nuevos marcadores seroldgicos, de alternativas no invasivas como el FibroScan” y de nuevas
formulaciones de IFN mas eficaces, la tendencia actual -especialmente en los casos de coinfeccion- es
prescindir de la informacion histologica que proporciona la biopsia para tomar decisiones sobre la
idoneidad de iniciar el tratamiento anti-VHC (Soriano et al, 2003; Lacombe y Rockstroh, 2012). En los
pacientes coinfectados, la evidencia de progresion de la fibrosis hepatica de estadios iniciales a avanzados
en un periodo de tres afios, asi como la escasa utilidad de la biopsia para tomar decisiones en relacion al
inicio del tratamiento anti-VHC, no justifican fundamentar la estrategia terapéutica en los hallazgos de una
Gnica biopsia (Quereda et al, 2004; Sulkowski et al, 2005b); en este sentido, incluso suponiendo que con
grados minimos de fibrosis puede resultar innecesario el tratamiento anti-VHC, a estos pacientes se les
deberia realizar una nueva biopsia cada 3 afios, con el consiguiente aumento de costes y de riesgos

inherentes a esta prueba invasiva. La relevancia de la biopsia resulta todavia mas discutible en los
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pacientes con altas probabilidades de respuesta viral sostenida, como ocurre con los que tienen genotipo
2, 3 0 1 con carga viral baja. Por Gltimo, la presencia de cirrosis en la biopsia hepética no contraindica el
tratamiento de la infeccion por el VHC, registrandose porcentajes de curacion del 28-29% (Torriani et al,
2004), si bien la cirrosis con grados B o C de Child-Pugh constituye una contraindicacion absoluta para el

tratamiento del VHC, ya que conlleva un notable incremento de la mortalidad (Mauss et al, 2004).
Factores prondstico hasales de la respuesta a la terapia

Al'igual que en el colectivo de pacientes monoinfectados por el VHC, los factores principales que
se asocian a una respuesta viral sostenida en los coinfectados estan relacionados con la viremia VHC (se
considera alta >400.000 Ul/ml) y con el genotipo viral (2 y 3 mejor que el 1). Se han descrito otros
agentes que, en menor medida, también pueden condicionar el éxito de la terapia, y que se agrupan en

tres categorias:

* Huésped: la edad (mejor en jovenes), la raza (peor la raza negra), el indice de masa corporal
(mejor si es bajo), los antecedentes de abuso de polisubstancias (peores resultados) y las
enfermedades psiquiatricas (pueden agravarse en el curso del tratamiento de la hepatitis).
Algunos autores han sugerido que el sexo también podria representar un factor condicionante
de la adherencia al tratamiento, ya que observaron que las mujeres presentaban en mayor
medida y de forma mas temprana, efectos adversos que obligaban a suspender o a modificar
las dosis de terapia combinada, comprometiendo su eficacia (Bhattacharya et al, 2010).
Recientemente se ha prestado una especial atencion al impacto negativo de la resistencia a la
insulina en el éxito de la terapia combinada (Romero-Gomez et al, 2005; Nasta et al, 2010);
esta resistencia es bastante prevalente en los pacientes coinfectados, en parte como un efecto
indeseable de determinados antirretrovirales (Dubé, 2000; Garcia-Benayas et al, 2006), por lo
que su prevencion y/o un manejo adecuado podrian contribuir a mejorar los resultados de la

terapia anti-VHC (Ratziu et al, 2006).

* Estadio de la infeccion por VHC: se evalla en base a los niveles de transaminasas, al grado
de fibrosis hepatica, la presencia de esteatosis y la coexistencia de hepatopatias de otro

origen.
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* Tratamiento: ajustando la dosis 6ptima de interferon pegilado y de ribavirina, la duracion
adecuada, y especialmente manteniendo una buena adherencia. La regla de “80/80/80" es
valida, al igual que en los monoinfectados, ya que se ha observado que los pacientes con
genotipo 1 del VHC, que en el curso del tratamiento reciben un 80% de la dosis total prescrita
de interferdn y de RBV, durante al menos el 80% del tiempo indicado, presentan una tasa de
respuesta superior a la observada en los enfermos que reciben una dosis total inferior o

durante menos tiempo (McHutchison et al, 2002).

Asi mismo, los resultados seran mejores en funcién de algunas variables relativas al VIH, como
el recuento elevado de linfocitos CD4 o una viremia VIH baja (Opravil et al, 2008), aunque ésto podria
tnicamente reflejar una mejor tolerancia a la medicacion anti-VHC en esta categoria de pacientes (Bani-
Sadr et al, 2005). El tipo de antirretroviral también puede condicionar el éxito de la terapia, y en este
sentido se ha sefialado que los pacientes tratados con nevirapina responden mejor al tratamiento
combinado anti-VHC que los que reciben lopinavir/ritonavir; para explicar este hallazgo, se ha sugerido que
la nevirapina suprime la expresion del receptor TNF-alfa mejor que otros antirretrovirales, lo que podria
reducir la secreccion de TGF-beta -un estimulador de la replicacion del VHC- y en consecuencia reducir la

carga viral VHC (Mira et al, 2010), si bien no existe una opinién consensuada en torno a estos hallazgos.

Monitorizacion de la respuesta virologica

La monitorizacion de los niveles de ARN-VHC durante el tratamiento, favorece la toma de
decisiones en cuanto a su interrupcion ante la falta de eficacia y para establecer su duracion. El ARN-VHC
debe determinarse en el momento basal, en las semanas 4, 12 y 24, al final del tratamiento y 6 meses
mas tarde. En aquellos pacientes con viremia indetectable en la semana 4, podria diferirse el siguiente
control hasta el final del tratamiento, excepto si se confirma un aumento de los niveles de transaminasas
en el periodo intermedio. La determinacion debe ser cuantitativa en el momento basal y en la semana 12,
pero puede ser de caracter cualitativo en las semanas 4 y 24, al final del tratamiento y en el control de los

6 meses post-tratamiento.

La cinética de la carga viral del VHC en respuesta a la terapia combinada, es un indicador fiable

de la eficacia del tratamiento; una respuesta rapida permite seleccionar a los pacientes sensibles y
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refractarios a la terapia. Cerca del 20% de los monoinfectados no muestran una reduccion significativa de
la viremia (definida por un descenso >2 log [U/ml} durante el primer mes de tratamiento con PEG-IFN y

ribavirina (Fried et al, 2002, mientras que en los coinfectados ésta alcanza el 30% (Ramos et al, 2007).

La respuesta viroldgica rapida (RVR) se define como un test cualitativo de carga viral negativo
(<50 Ul/ml) a las 4 semanas de tratamiento (Figura 5). La importancia de la RVR radica en su alto valor
predictivo positivo (82-94%), de tal manera que los pacientes con RVR tienen una elevada probabilidad de
curacion (Davis, 2002; Nufez et al, 2007). La consecucion de una RVR podria ser de especial utilidad en
algunos grupos de coinfectados; en este sentido, en un estudio realizado en pacientes coinfectados con
genotipo VHC 3 tratados durante 24 semanas, se comprobd que el principal predictor de una RVS era

conseguir una RVR, lo que ademas permitiria acortar la duracion del tratamiento (Crespo et al, 2007a).

Se considera respuesta virolgica precoz (RVP) a un test cualitativo de carga viral del VHC
negativo en la semana 12 de tratamiento 0 a una disminucién >2 log IU/ml de la carga viral entre la
determinacion basal y la de la semana 12 (Figura 5). La no obtencion de una RVP, tiene un alto valor
predictivo negativo (38-100%) y los pacientes que no la alcancen deben abandonar el tratamiento, dadas
las posibilidades practicamente nulas de curacién, considerandose respondedores nulos o no-
respondedores verdaderos (Davis, 2002; Ballesteros et al, 2004; Carrat et al, 2004; Chung et al, 2004;
Laguno et al, 2004a; Moreno et al, 2004; Soriano et al, 2004b; Torriani et al, 2004; Nufez et al, 2007;
Payan et al, 2007). Aunque adn existen algunas discrepancias terminolégicas, muchos autores consideran
la RVP como completa (RVPc) cuando la carga en la semana 12 es indetectable, o parcial (RVPp) cuando a
pesar de haber alcanzado una disminucion de al menos 2 log IU/ml, no se logra la negativizacion hasta la
semana 24. En algunas publicaciones, los pacientes con RVPp se denominan también respondedores

lentos.

Una respuesta viral al final del tratamiento (RVF) implica que el paciente presenta un test
cualitativo de ARN-VHC negativo (<50 Ul/ml) en el momento de terminar la administracion de la
medicacion anti-VHC, mientras que la respuesta viroldgica sostenida (RVS) exige un test cualitativo

negativo a las 24 semanas de finalizar el tratamiento (Figura 5).
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» Figura 5. Patrones de respuesta viral al tratamiento anti-VHC
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Tomado de Guarnier y Enriquez, 2008

Duracion del tratamiento

No existe un criterio unanime sobre la duracion dptima del tratamiento anti-VHC. En base a la
informacion derivada de ensayos aleatorios, la propuesta serfa tratar a todos los pacientes durante 48
semanas, independientemente de su genotipo (Carrat et al, 2004; Chung et al, 2004; Soriano et al, 2004a;
Torriani et al, 2004; Nufiez et al, 2007). Sin embargo, las investigaciones fundamentadas en estudios no
aleatorios, sugieren acortar el tratamiento a 24 semanas en los pacientes con genotipos 2 y 3, con carga
viral baja y que consigan una RVR (Crespo et al, 2007a). Esta reduccion del tiempo de tratamiento
minimizarfa la aparicién de toxicidades y abarataria costes. Asi mismo, también se ha propuesto alargar las
pautas de tratamiento a 60-72 semanas en pacientes que no consigan una RVR pero si una RVP,
especialmente con genotipos 1y 4, y viremias basales elevadas (Berg et al, 2006; Sanchez-Tapias et al,
2006; Soriano et al, 2006a; Soriano et al, 2007; Barreiro et al, 2010). Por el momento, no existen

argumentos para recomendar la prolongacion del tratamiento en los pacientes sin RVP o en los que si la
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presentan pero mantienen la carga viral detectable en la semana 24 (ausencia de RVR), dado que en estos

casos es practicamente nula la posibilidad de obtener una respuesta tardia favorable.

Interacciones y efectos adversos

Interacciones

Los pacientes coinfectados requieren una monitorizacion exhaustiva durante el tratamiento. Las
cifras de abandono y toxicidades relacionadas con la terapia en los primeros estudios fueron muy elevadas
(ej: 35% en el ensayo RIBAVIC) (Carrat et al, 2004), posiblemente debido a la falta de experiencia previa

en el manejo de los efectos secundarios en el contexto de la coinfeccion VIH-VHC.

® Ribaviring y didanosina

En estudios efectuados in vitro, se ha demostrado que la ribavirina incrementa los niveles del
metabolito activo de la didanosina -dideoxyadenosina 5'-trifosfato (ddATP)-, lo que podria exacerbar la
toxicidad relacionada con la didanosina, provocando pancreatitis, acidosis lactica, fallo hepatico y
neuropatia periférica. Se han descrito casos de toxicidad mitocondrial hasta en un 5% de los pacientes
tratados simultaneamente con ribavirina y didanosina (Lafeuillade y Chapadaud, 2001; Fleisher et al,

2004).

® Ribavirina y estavudina

A pesar de que no existe informacion concisa sobre interaccionss entre estos dos
medicamentos, algunos efectos adversos detectados en ensayos clinicos, apuntan a que los efectos
secundarios y toxicidad propios de la estavudina (d4T), como acidosis lactica, neuropatia periférica severa
y pérdida de peso significativa, podrian exacerbarse con la administracion concomitante de ribavirina

(Perronne, 2002; Pérez-Olmeda et al, 2003; Moreno et al, 2004).

® Ribavirina, interferdn y zidovudina

El interferdn induce anemia por un mecanismo de supresion medular, al igual que la zidovudina
(Dieterich y Spivak, 2003), mientras que la ribavirina la ocasiona por via hemolitica (Dusheiko et al, 1996;

Bodenheimer et al, 1997; Dieterich, 2002). La combinacion de estos medicamentos aumenta el riesgo de
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anemia, ya que la mielosupresion dificulta la compensacion de la pérdida de eritrocitos (Brai et al, 2004;

Moreno et al, 2004; Alvarez et al, 2006).

® Interferdn y andlogos de nucledsidos

Aunque la investigacion sobre las interacciones entre los agentes antirretrovirales y la terapia
para la hepatitis C se concentr¢ inicialmente en la ribavirina, el interferon también podria estar implicado,
ya que éste puede alterar la regulacion de la fosforilacion de los analogos de nucledsidos y nucledtidos via

activacion celular (Anderson et al, 2004).
Efectos adversos

Los efectos secundarios del interferdn y la ribavirina aparecen con mayor frecuencia y severidad
en las personas coinfectadas que en las monoinfectadas, y en ocasiones los medicamentos empleados

para solventar estas complicaciones pueden provocar nuevas toxicidades.
® [Jepresién

La depresion es com(n entre los pacientes VIH+, con una prevalencia que oscila entre el 20 y el
80% (Tate et al, 2003; Valente, 2003). También constituye un efecto secundario atribuible al interferon,
habiéndose descrito incluso intentos de suicido (Koskinas et al, 2002; Kraus et al, 2002; Kraus et al,
2003). Algunos autores han sugerido la administracion preventiva de farmacos antidepresivos, para evitar
que la aparicion de esta complicacion pueda obligar a interrumpir la terapia anti-VHC (Laguno et al, 2004b;

Myers et al, 2004).

® Anemia

Se detecta en el 30% de los pacientes VIH+ asintomaticos y en el 75-80% de los incluidos en el
estadio SIDA (Levine et al, 2001). Si la anemia no se trata 0 no responde al tratamiento, se acelera la
progresién de la enfermedad (Semba et al, 2002; Sullivan, 2002; Diallo et al, 2003; Lundgren y Macroft,
2003). Es mas prevalente entre las mujeres VIH+ vy el riesgo de desarrollarla aumenta entre los afro-
americanos, con la edad, la administracién de zidovudina y un recuento de CD4 <200 cels/u/I (Sullivan et

al, 1998; Levine et al, 2001; Semba et al, 2002; Volberding et al, 2004). La eritropoyetina humana
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recombinante se ha utilizado con éxito para el tratamiento de la anemia severa en los pacientes HIV+,

mejorando su calidad y expectativa de vida (Sulkowski et al, 2005a).

El interferén puede provocar anemia por supresion medular y la anemia hemolitica s un efecto
secundario habitual de la ribavirina, aunque generalmente reversible (Dieterich, 2002; Dieterich y Spivak,
2003). La ribavirina produce anemia con mayor frecuencia en los pacientes coinfectados VIH-VHC que en
los monoinfectados VIH+ (Dieterich, 1999) y el riesgo aumenta con dosis elevadas (Chang et al, 2002).
Aungue la reduccion de la dosis puede disminuir su eficacia (Sulkowski y Thomas, 2003), se aconseja un
reajuste escalonado de la dosis de ribavirina cuando los niveles de hemoglobina son <10 mg/dl e

interrumpir la administracion del farmaco cuando no alcanzan 8,5 mg/d! (Del Rio et al, 2006).

Aunque existen pocas evidencias en pacientes coinfectados, el uso de factores estimulantes de
la eritropoyesis (eritropoyetina y darbopoetina) permite mantener las dosis de peginterferon y ribavirina
(Sulkowski et al, 2005a); por el momento, el analisis del impacto de su uso sobre la respuesta final del
tratamiento ha ofrecido resultados discordantes (Younossi et al, 2008). También se recomienda considerar
el grado de riesgo cardiovascular y la repercusion clinica de la anemia en el momento de plantear la

necesidad de administrar dichos factores.

Finalmente, como ya se ha sefialado con anterioridad, en los pacientes coinfectados VIH-VHC
debe evitarse el uso conjunto de peginterferdn y zidovudina para prevenir un mayor riesgo de aparicion de

anemia severa.

® Neutropenia

La neutropenia es frecuente en estadios avanzados de la infeccion por VIH, y algunos autores
sugieren que incrementa significativamente el riesgo de infecciones bacterianas (Kuritzkes, 2000). En
varios estudios se ha sefialado que el factor estimulante de colonias granulopoyéticas es un tratamiento

eficaz para combatir la neutropenia en estos pacientes (Mitsuyasu, 1999; Kuritzkes, 2000).

El interferon induce neutropenia, principalmente el interferdn pegilado (Manns et al, 20071; Fried,
2002) y ésta es habitualmente mas prevalente en las personas coinfectadas (42%) que en la
monoinfeccion por VHC (18-20%) (Manns et al, 2001; Fried, 2002; Slim et al, 2003). Ante un recuento de

neutrofilos <750 cels/ml, se aconseja reducir la dosis de peginterferon. La reduccién de la dosis de
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interferén ha demostrado su eficacia para revertir la neutropenia en solo 2 semanas (Golie et al, 2003,
pero podria comprometer la respuesta a la terapia anti-VHC. El interferén pegilado puede provocar ademas
un descenso en el recuento de linfocitos T CD4+, que puede exigir la prescripcion de profilaxis para
prevenir infecciones oportunistas, aungue generalmente la distribucion de los linfocitos se mantiene a

pesar de la disminucion en nimeros absolutos.

® Trombocitopenia

La trombocitopenia es una complicacion comdn en la infeccion por VIH, con una prevalencia
estimada del 5-7%, que aumenta ostensiblemente en estadios avanzados de la enfermedad (Scaradavou,
2002). También se ha asociado a la infeccion por VHC, especialmente en pacientes con enfermedad

hepéatica avanzada (Pockros et al, 2002; Ramos-Casals et al, 2003).

El interferon se ha utilizado para tratar la trombocitopenia inducida por el VHC, aunque el propio
medicamento también la puede provocar, particularmente el interferén pegilado (Fried, 2002). Si el
descenso de plaquetas es muy acusado -por debajo de 90x10° plaguetas/ml- puede obligar a una

modificacion de la dosis de interferdn e incluso a la interrupcion del tratamiento.
®  Hemoglobinuria
La hemoglobinuria es un efecto secundario poco comn de la ribavirina (Massoud et al, 2003;
Diamond, 2004), cuya aparicién obliga a monitorizar los niveles de hemoglobina.
® Pérdida de peso

Es un problema especialmente relevante entre los pacientes VIH+ en la era TARGA (Wanke et
al, 2000), ya que un descenso en el peso del 5-10% conlleva un incremento significativo del riesgo de
padecer enfermedades oportunistas y de muerte (Wheeler et al, 1998; Wheeler, 1999; Williams et al,

1999).

Entre los efectos secundarios habituales del interferdn se incluyen las nauseas, los vomitos, la
anorexia y la pérdida peso (Zeuzem et al, 2000; Lindsay et al, 2001; Manns et al, 2001; Fried, 2002;

Pérez-Olmeda et al, 2003; Pomova et al, 2003; Moreno et al, 2004). Es importante mantener un
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seguimiento cuidadoso del peso y si se registra un descenso significativo proporcionar consejo dietético a

los pacientes y/o prescribirles antiheméticos o dronabinal.
® Neuropatia dptica

Es un efecto secundario poco coman del interferon pegilado que puede causar ceguera selectiva
para el color o la pérdida completa de la vision (Farel et al, 2004). En la mayoria de los casos el dafio es
reversible, pero en algunos exige la interrupcion temporal o incluso definitiva del farmaco para prevenir la

pérdida de vision.
® Monitorizacidn de efectos adversos

Se recomienda la realizacion de un hemograma basal, las semanas 2 y 4 de tratamiento, y
posteriormente cada 4 semanas. Las variaciones en el recuento de linfocitos T CD4+ se producen
generalmente durante las primeras 12 semanas y después éste suele estabilizarse. A pesar de estos
cambios analiticos, la aparicion de infecciones oportunistas es infrecuente. Se propone la valoracion de los
niveles de CD4 cada mes y de la carga viral del VIH trimestralmente. Por el contrario, no se recomienda la
determinacion seriada de acido lactico o ADN mitocondrial durante el tratamiento con peginterferdn vy
ribavirina (Brau et al, 2004). Hasta en un 12% de los pacientes se detectan alteraciones de la funcion

tiroidea, por lo que también se aconseja la determinacion trimestral de los niveles de TSH.
Eficacia terapéutica y seguimiento

En los pacientes con hepatitis cronica por virus C a los que se administra interferon y ribavirina,
las tasas de respuesta temprana y al final del tratamiento son inferiores en presencia de infeccion por VIH,
incluso cuando se prescribe interferén pegilado. En conjunto, la respuesta sostenida es del orden del 20-
40%, lo que supone aproximadamente la mitad de la que se obtiene en pacientes monoinfectados por

VHC. Ademas, las recidivas también son mas frecuentes (Soriano, 2004).

La planificacion del seguimiento de los pacientes que han recibido tratamiento farmacoldgico
anti-VHC esta condicionada por el tipo de respuesta obtenida. En los no respondedores hay que efectuar
un control periddico con el fin de evaluar el grado de progresion de la enfermedad hepatica, valorando la

necesidad y las probabilidades de éxito de un retratamiento, asi como el grado de fibrosis mediante
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técnicas no invasivas y, en caso de fibrosis avanzada, someterse a técnicas especificas para la deteccion
precoz del carcinoma hepatocelular. En los respondedores sostenidos se ha demostrado la persistencia de
la respuesta viral persistente a lo largo de los afios y la mejoria de la fibrosis hepatica. Sin embargo, no se
puede descartar la aparicion de carcinoma hepatocelular en los pacientes cirrdticos que han respondido al
tratamiento, por lo que en este grupo se considera necesario el control periodico con ultrasonografia y

analiticas semestrales (George et al, 2008).
Tratamiento de las recidivas y de los no respondedores

Existe un nlimero creciente de pacientes coinfectados que ya han sido tratados con interferén
sin obtener una respuesta viral sostenida. Por tratarse de un colectivo tan heterogéneo, los tratamientos

deben planificarse de manera individualizada.

Los pacientes que recibieron un tratamiento inadecuado (duracion y/o dosis de ribavirina
insuficientes, monoterapia con interferén estandar, etc.), los que abandonaron prematuramente la
medicacion debido a sus efectos secundarios y los que no siguieron correctamente las pautas de
tratamiento, no se consideran fracasos de la terapia. Estos pacientes pueden recibir retratamiento con las
pautas recomendadas en la actualidad. Las tasas de respuesta viral sostenida suelen ser aceptables, pero
inferiores a las alcanzadas por los pacientes que no han recibido tratamiento previamente (Myers et al,
2004). Las posibilidades de conseguir una respuesta viral sostenida serdn mayores cuanto menor eficacia
haya tenido el tratamiento previo (Shiffman et al, 2004). La respuesta al retratamiento con terapia

combinada es mas favorable en los pacientes con recaidas que en los no respondedores.

Se consideran no respondedores los pacientes con una buena adherencia al tratamiento y una
pauta adecuada de peginterferon-ribavirina que no consiguen una carga viral VHC indetectable en la
semana 24 o una respuesta viral sostenida. Las recaidas se producen en pacientes que vuelven a tener
cargas virales detectables una vez que finalizan un ciclo completo de tratamiento adecuado. El incremento
de la duracion de la terapia o el empleo de dosis mayores podrian aumentar ligeramente las tasas de

respuesta (Moucari et al, 2006), aunque el porcentaje no suele superar el 20%.

Cuando no se consigue el aclaramiento completo del VHC, el objetivo que se persigue es detener

o ralentizar la progresion de la hepatopatia. La fibrosis hepéatica mejora en el 35-43% de los pacientes
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independientemente de que no consigan una respuesta viral sostenida (Chung et al, 2004; Lissen et al,
2006). Se ha sugerido que los pacientes coinfectados podrian beneficiarse de los supuestos efectos
antifibrticos del interferon (Soriano et al, 2006b), lo que justificaria la prolongacion de la terapia con
peginterferén para aminorar el deterioro hepatico en casos en los que no se consiguid la curacion. En
contra de esta propuesta, se desconoce si la administracion de interferon durante un largo periodo
aumenta la aparicion de efectos secundarios, reduce el recuento de linfacitos T CD4+ y/o compromete la

calidad de vida de los pacientes.

La administracion de nuevos farmacos como interferones modificados, analogos de nucledsidos,
analogos no-nucledsidos o inhibidores de la proteasa, podrian representar una alternativa terapéutica para

los pacientes con recidivas y para los no respondedores.
Nuevos farmacos

En los Gltimos afios se han puesto en marcha diversos ensayos clinicos en los que se plantearon
nuevos abordajes terapéuticos de la hepatitis C cronica, lo que ha permitido la incorporacion progresiva de
algunas modificaciones como aumentar la duracion y la dosis de la terapia combinada -administrando mas
ribavirina-, que han proporcionado mayores porcentajes de respuesta viral sostenida a expensas de
aumentar el perfil de toxicidad (Lindahl et al, 2005). También se han testado nuevas formulaciones de
interferén y una generacion de pequefias moléculas diana inhibidoras de determinadas enzimas virales,
codificadas como proteasas y polimerasas (Pawlotsky, 2007); algunas de estas moléculas ofrecen
resultados prometedores en la supresion de la carga viral del VHC, pero los pacientes desarrollan

rapidamente resistencias que obligan a su combinacion con interferdn.

Entre los nuevos agentes antivirales directos para tratar el VHC, se han propuesto dos
inhibidores de la proteasa, telaprevir y boceprevir. En la reunion de otofio de 2010 de la Asociacion
Americana para el Estudio de las Enfermedades Hepéticas (AASLD), se presentaron los resultados de los
estudios ADVANCE e ILLUMINATE (Jacabson et al, 2011), en los que se demostro que la adicion de
telaprevir -un inhibidor de la proteasa NS34A del VHC- a la terapia combinada de interferon pegilado-
ribavirina, aumentaba la tasa de respuesta sostenida para pacientes con genotipo 1 que no habian recibido

tratamiento previo, permitiendo a muchos de ellos reducir la duracién del tratamiento a 24 semanas. Los
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hallazgos de los estudios RESPOND-2 y SPRINT-2 (Poordad et al, 2011), presentados en la misma
reunion, indicaban gue incorporando boceprevir -un inhibidor experimental de la proteasa NS3 VHC- a la
terapia estandar (interferén pegilado-ribavirina), aumentaba la probabilidad de conseguir una respuesta
viral sostenida en los pacientes con genotipo viral 1, tanto en los tratados previamente como en los no

tratados.

A pesar de que estas medicaciones diana se plantearon inicialmente como complementarias al
interferon pegilado, se han comenzado a probar nuevas combinaciones de farmacos con una accion directa
en las diferentes etapas del ciclo vital del VHC. Una de estas combinaciones es un inhibidor de la proteasa
afiadido a una polimerasa o a un inhibidor NS54. Asimismo, se ha sugerido que la ribavirina puede
aumentar la probabilidad de respuesta viral sostenida de los agentes de accion directa, incluso sin

interferén (Soriano et al, 2011).

La influencia del genotipo del VHC como factor prondstico de la respuesta al tratamiento se
considera un hecho contrastado, pero recientemente se ha sefialado que los patrones genéticos
individuales también pueden tener una especial relevancia. En 2009, se informd por primera vez que los
polimorfismos genéticos o las variaciones naturales en el gen de la interleuquina 28B (IL28B), que codifica
el interferén lambda, estaban asociados al aclaramiento espontaneo del VHC y a una respuesta favorable
al interferdn. El patron genético que favorece este hallazgo es fundamentalmente el rs 12979860 C/C (de
Araujo et al, 2011), y existe cierta controversia sobre su mayor prevalencia entre las personas de
ascendencia europea, lo que podria explicar la peor respuesta al tratamiento de los pacientes de raza
negra. En la Conferencia sobre Retrovirus e Infecciones Oportunistas (CROI) de 2010, varios investigadores
informaron de que algunas variaciones en la IL28B también predicen un aclaramiento espontaneo y una
buena respuesta al tratamiento en los pacientes coinfectados VIH-VHC. En la reunion de la AASLD de
2011, se puso de manifiesto que los polimorfismos de la [L28B también desempefiaban un papel
destacado en la progresién de la enfermedad hepatica (de Araujo et al, 2011). Se ha sugerido que el rs
12979860 T/T representa un patron genético desfavorable asociado a un empeoramiento de la fibrosis,
aunque no existe una opinion consensuada con respecto a este hallazgo. En otros estudios recientes
(Charlton et al, 2010; Coto-Llerena et al, 2010) se observé que las variaciones de la IL28B permiten

predecir resultados favorables tras un trasplante.
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Recientemente se ha desarrollado el indice PROMETHEUS
(http://ideasydesarrollo.com/fundacion/prometheusindex.php), que se basa en la combinacién de 4
variables (ARN-VHC en sangre, genotipo VHC, grado de fibrosis hepatica mediante elastometria vy
presencia de genotipo IL28B), y puede utilizarse opcionalmente para calcular el riesgo y predecir la
posibilidad de RVS en pacientes coinfectados VIH-VHC cuando reciben tratamiento con PEG-INF vy
ribavirina (Medrano et al, 2010). Asimismo, se ha propuesto el tratamiento de los pacientes coinfectados
con genotipo 1, basandose en el estadio de fibrosis hepatica; en los que tienen un indice de fibrosis bajo
(FO-F1) se difiere el tratamiento a la espera de nuevas opciones terapéuticas con mejor tolerancia y de
facil administracion, mientras que en los pacientes con mayor grado de fibrosis (F2-F4) se recomienda la

terapia triple (afiadiendo un inhibidor de la proteasa del VHC) (Lacombe y Rockstroh, 2012).

En definitiva, el futuro en el tratamiento de los pacientes con hepatitis C cronica residiria en la
combinacion de interfern pegilado y ribavirina junto con los nuevos agentes antivirales en las Gltimas

fases de desarrollo clinico, asi como en la incorporacion de marcadores genéticos como la I1L28B

1.2. Deteccion del VHC EN SALIVA

Desde el afio 1990 -s6lo un afio después de su descubrimiento- se reconoce la presencia de
ARN-VHC en la saliva de los pacientes con hepatitis C cronica (Takamatsu et al, 1930). Se han publicado
varias series en las que se investigo la presencia del genoma del VHC en saliva utilizando la reaccion en
cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR), con porcentajes de prevalencia que varian
entre el O (Fried et al, 1992) y el 100% (Takamatsu et al, 1990) (Tabla 5). La heterogeneidad de estos
resultados probablemente expresa diferencias en las poblaciones de estudio y en las técnicas de deteccion
aplicadas. En un estudio realizado en nuestro pais en pacientes con ARN-VHC detectable en sangre
aplicando una técnica de PCR de sensibilidad contrastada, el porcentaje de pacientes con ARN-VHC en

saliva fue superior al 50% (Hermida et al, 2002).

La deteccion de particulas virales en la saliva no puede deberse exclusivamente a la

contaminacion hematica procedente de papilas interdentales inflamadas, bolsas periodontales o heridas de
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la mucosa, ya que la existencia de sangre oculta en las muestras no condiciona la deteccion del ARN-VHC
{Liou et al, 1992; Fabris et al, 1999; Hermida et al, 2002). Sin embargo, se ha sefialado que existe una
relacion directa entre la presencia del virus en saliva y la carga viral en sangre (Wang et al, 1992; Mariette
et al, 1995; Fabris et al, 1999; Hermida et al, 2002), lo que podria indicar un transvase desde el torrente
circulatorio a la saliva por un mecanismo de gradiente de concentracion. El VHC también tendria acceso a
la saliva a través del surco gingival (Maticic et al, 2001), pero en cualquier caso ésta no seria la (inica ruta
de entrada, ya que se ha aislado ARN-VHC en la saliva de pacientes edéntulos (Roy et al, 1998). Se ha
sugerido que algunas particulas también podrian expresarse en la saliva como resultado de la replicacion

activa del virus en las glandulas salivales (Arrieta et al, 2001).

La centrifugacion de las muestras de saliva permite realizar su analisis fraccionado, y en este
sentido en algunas series las particulas virales s6lo se detectaron en la fraccion celular (Chen et al, 1995;
Fabris et al, 1999; Belec et al, 2003). Por el contrario, otros autores aislaron el ARN viral a partir del
sedimento, del sobrenadante o de ambos (Roy et al, 1996; Hermida et al, 2002), lo que sugiere que el
ARN-VHC no se deriva exclusivamente de los componentes celulares. La controversia generada por estos
resultados discordantes se debe probablemente a diferencias metodoldgicas, como el manejo de las
muestras y su almacenamiento, la presencia de inhibidores de la PCR, el disefio correcto de los cebadores,
la variabilidad de las reacciones bioquimicas, la contaminacion y la eficiencia de los sistemas de

postamplificacion (Pawlotsky, 1999).
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» Tabla 5. Estudios sobre la prevalencia del VHC en la saliva

TECNICA DE
- N° DE . N° DE PACIENTES CON
AUTOR, ANO TIPO DE PACIENTES PACIENTES DETECVCI:gN DEL VHC EN SALIVA (%)
Takamatsu et al, 1990 Anti VHC+ 5 PCR anidada 5(100)
Fried et al, 1992 Ani VHC= 14 PCRanidada 0(0)
Enf. hepatica terminal
Wang et al, 1992 Anti-VHC + 5 14 PCR anidada 7 (50)
Hepatitis post-transfusion
Anti VHC +
Liou et al, 1992 ARN-VHC en suero 37 PCR anidada 15 (48)
Enf. hepatica terminal
Numata et al, 1993 Anti-VHC + 23 PCR anidada 8 (34)
Couzigou et al, 1993 An“’VHC,Jr. . 37 PCR anidada 23(62)
Enf. hepatica terminal
Mariette et al, 1995 Suero VHC+ (13 VIH +) 28 Amplicor” VHC 17(61)
Chen et al, 1995 Suero VHC+ (11 VIH+) 23 PCR anidada 4(17)
Sugimura et al, 1995  Anti-VHC+ 76 PCR anidada 27 (36)
Roy et al, 1995 Suero VHC+ 14 PCR anidada 9(64)
Tang et al, 1996 Suero VHC + 16 PCR simple 5(31)
Jorgensen et al, 199  SU¢"0 VHC~ 16 PCRsimple 13(83)
Sindrome seco
Caldwell et al, 1995 UorC VHO+ (2T tsplante 50— prg cinnte 5 (15)
hepético)
Suero VHC+ .
Roy et al, 1996 Hemofilicos 6 VIH -+ | 21 PCR anidada 10 (48)
Kage et al, 1997 Suero VHC + 11 PCRanidada 4(36)
Mujeres postparto
Ustundag et al, 1997 U0 0+ 10 PCRanidada 3(30)
Hemodializados
Taliani etal, 1997 om0 VHC+ 20 PCR anidada 3(15)
Cirrosis
Suero VHC+
Roy et al, 1998 Drogadiccion parenteral (19 33 PCR anidada 19 (58)
VIH+)
Fabris et al, 1999 Suero VHC+ 39 PCR anidada 22 (56)
Maticic et al, 2001 Suero VHC + 48 Amplicor” VHC 17 (35)
Rey et al, 2001 C[‘;';VH“ 59 PCR anidada 22137)
Hermida et al, 2002 Suero VHC+ 61 PCR anidada 32 (52)
Lins et al, 2005 Anti-VHC + 50 PCR anidada 50 (100)
Tavares et al, 2005 Suero VHC-ARN 32 PCR anidada 8 (25)
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Las particulas del VHC también se encuentran en las células epiteliales (Arrieta et al, 2000;
Carrozzo et al, 2002), lo que en parte explicaria su presencia en la fraccion celular salival. Las células
mononucleares de sangre periférica constituyen otro vehiculo potencial para transportar el VHC hasta la
saliva (Maticic et al, 2001). La gingivitis y las lesiones erosivas de la mucosa oral, pueden favorecer la
exudacion de suero a la saliva y aumentar la diseminacion de células mononucleares potencialmente
infectadas al conjunto de la saliva, aunque ninguno de estos factores clinicos se ha correlacionado con la
presencia de ARN-VHC en saliva (Roy et al, 1998). Paradgjicamente, otros autores han sefialado que la
presencia de ARN-VHC en células mononucleares de sangre periférica y en saliva no esta estrechamente
correlacionada, por lo que resulta poco probable que dichas células representen un vehiculo importante

para la transferencia viral a la saliva (Young et al, 1993).

Se ha demostrado la existencia de una distribucién heterogénea de quasiespecies en la sangre y
otros tejidos de pacientes con infeccion crénica por VHC, lo que proporciona una evidencia de replicacion
viral independiente, extrahepatica y compartimentada (Laskus et al, 2000). Esto explicaria el hallazgo de
particulas virales con secuencias gendmicas diferentes en los tejidos orales y en el suero de algunos
pacientes (Nagao et al, 2000, la deteccién de diferentes genotipos en el suero y la saliva de un mismo
paciente (Roy et al, 1998), y la identificacion de pacientes que son seronegativos pero saliva-positivos para

el VHC (Harle et al, 1993; Mastromatteo et al, 2001).

Los niveles de ARN-VHC en la saliva son bajos, si se comparan con los que se encuentran en el
suero (Wang et al, 1992; Numata et al, 1993; Taliani et al, 1997). Sin embargo, la mayoria de los
estudios publicados requieren una interpretacion cautelosa, ya que en ellos no se emplearon técnicas de

cuantificacion especificas para saliva (Rey et al, 2001).

La deteccion de cadenas de ARN-VHC en muestras de mucosa bucal de pacientes con hepatitis C
cronica, permite especular que ésta puede ser una zona de entrada para la infeccion por el VHC, que
infecta a las células epiteliales y se duplica dentro de ellas (Arrieta et al, 2000; Nagao et al 2000; Carrozzo
et al, 2002). El porcentaje de células epiteliales en las que se identifico ARN-VHC fue menor que el
alcanzado en los hepatocitos (Arrieta et al, 2000; Carrozzo et al, 2002). La replicacion viral en la mucosa

oral probablemente constituya un factor relevante en la etiopatogenia de algunas manifestaciones
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extrahepaticas asociadas con la hepatitis C cranica, como el liqguen plano (Arrieta et al, 2000; Nagao et al,

2000; Carrozzo et al, 2002; Pilli et al, 2002; Carrozzo y Gandolfo, 2003).

El mecanismo por el cual el virus accede al interior de la célula hospedadora todavia no esta
totalmente aclarado, aunque se ha sugerido que la infectividad depende de la co-expresion de las
glicoproteinas E1 y E2 en la superficie viral y es pH-dependiente (Hsu et al, 2003). La presencia del
receptor tetraspanin CD81 en la superficie de la célula hospedadora no es suficiente por si sola para
permitir la entrada del VHC (Pileri et al, 1998), que exige la expresion de otros receptores (Agnello et al,
1999; Scarselli et al, 2002; Bartosch et al, 2003a,b; Hsu et al, 2003). Los modelos de infeccin in vitro
que emplean pseudoparticulas que transportan glicoproteinas del VHC sin modificar, muestran que los
principales objetivos de la infeccion son hepatocitos primarios y células de hepatocarcinoma (Bartosch et
al, 2003a,b; Hsu et al, 2003). Sin embargo, diversas lineas celulares de origen no hepético que expresan
todas las moléculas de superficie de entrada celular, no son o son poco permisibles a las pseudoparticulas
infecciosas de VHC, lo que implica que son necesarios cofactores adicionales especificos del higado para la
entrada del VHC (Bartosch et al, 2003b). Hasta la fecha, no se ha podido demostrar si estos receptores y

cofactores también estan presentes en las células epiteliales orales.
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Justificacion y Objetivos

El virus de la hepatitis C se transmite fundamentalmente por contacto percutaneo directo con
sangre contaminada. Sin embargo, el diagnostico de la infeccion en pacientes sin factores identificables de
riesgo parenteral, permite especular sobre la existencia de otras vias de transmisién. Aplicando técnicas de
biologia molecular -concretamente una RT-PCR de alta sensibilidad- se ha demostrado la presencia de
ARN-VHC en muestras de saliva de pacientes con hepatitis cronica por virus C (Hermida et al, 2002, por
lo que se ha sugerido que la saliva podria constituir un vehiculo potencial de infeccidn. Hasta la fecha no
se ha demostrado la infectividad de las particulas virales detectadas en saliva, pero en base a los
resultados de estudios epidemioldgicos parece deducirse que su potencial de transmision, si es que existe,

es muy limitado (Castro et al, 2004).

En los pacientes monoinfectados por el VHC, es habitual la presencia del virus en saliva,
habiéndose identificado por el momento un Gnico factor predictor que es la carga viral en sangre. La
administracion de interferén y ribavirina proporciona una reduccion significativa de la viremia, y se ha
sugerido que la monitorizacion del VHC en saliva puede resultar de utilidad para determinar el efecto

antiviral sostenido de esta combinacion terapéutica (Diz et al, 2005).

La replicacion del VHC se incrementa en presencia del VIH, lo que se traduce en mayores niveles
de ARN-VHC en el higado y el suero de los pacientes coinfectados (Thomas et al, 1996). Los niveles
elevados de viremia VHC pueden potenciar el rigsgo de transmision de la infeccion y comprometer el éxito
de la TARGA (Soto et al, 1997). El curso clinico de la hepatitis C se acelera en la coinfeccion VIH-VHC y la
progresion a fibrosis hepatica en los pacientes coinfectados es mas rapida que en los monoinfectados (Kim

y Chung, 2009).

En consecuencia, la coinfeccion VIH-VHC proporciona un nuevo escenario en el que hasta la
fecha no se ha investigado la presencia del VHC en saliva, ni su patron de aclaramiento en respuesta al
tratamiento con interferdn-ribavirina. Para intentar dar respuesta a estas cuestiones se han planteado los

siguientes objetivos:
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> Analizar comparativamente la prevalencia de particulas ARN-VHC en saliva de pacientes coinfectados

52

VIH-VHC frente a monoinfectados por VHC, y determinar los factores que condicionan su presencia.

Estudiar los patrones de aclaramiento del VHC en sangre y saliva de pacientes coinfectados VIH-VHC,

tras la administracion de interferon pegilado y ribavirina.

Investigar el valor predictivo de la presencia del VHC en saliva de pacientes coinfectados sobre el
patrén de respuesta al tratamiento con interferén pegilado vy ribavirina, asi como la concordancia en

términos de presencia/ausencia del VHC en muestras de sangre y saliva.
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Pacientes y Métodos

3.1. Seleccion de pacientes

3.1.1. Estudio de prevalencia

Grupo de estudio (VIH-VHC)

En el colectivo de estudio se incluyeron 75 pacientes VIH+ con hepatitis cronica por VHC
elegidos aleatoriamente entre los diagnosticados en la Unidad de seguimiento de VIH del Complejo
Hospitalario Universitario de Vigo (CHUVI, Vigo, Espafia). Se aplicaron los siguientes criterios de inclusion:
edad superior a 18 afios, infeccion confirmada por VIH, presencia de ARN-VHC en sangre confirmada por
PCR, ausencia de hébitos toxicos activos (consumo de alcohol o drogas recreacionales), ausencia de
enfermedades hepaticas concomitantes (excepto la hepatitis B), no haber recibido tratamiento previo con

interferan y la participacion voluntaria en el estudio (consentimiento informado).

Del historial clinico de los pacientes seleccionados se recogid la siguiente informacion: variables
demograficas (edad, sexo, conducta de riesgo para la adquisicion de la infeccion por VIH, tiempo de
evolucion desde su diagndstico, estadio clinico de la infeccion por VIH y terapia antirretroviral recibida,
factores de riesgo de adquisicion del VHC y tiempo transcurrido desde su diagndstico), datos analiticos
(valores de transaminasas, concentracion de ARN-VHC en sangre, genotipo viral, carga viral de VIH,
recuento de linfocitos T CD4 nadir, concentracion de linfocitos T CD4), y coinfeccion pasada por el virus de

la hepatitis B (VHB).
Grupo Control (VHC)

Lo constituyeron 75 pacientes con infeccion crénica por VHC elegidos aleatoriamente entre los
diagnosticados en el Servicio de Medicina Interna del Complejo Hospitalario Universitario de La Corufia
(CHUAC, La Corufia, Espafia). Se aplicaron los mismos criterios de inclusion que para el grupo de estudio, a
excepcion de las pruebas de deteccion de anticuerpos anti-VIH que en estos pacientes debian ser

negativas.
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Al igual que en el grupo de estudio, del historial clinico de los pacientes seleccionados se
recogieron datos demograficos, analiticos y sobre coinfeccion pasada por el VHB (con excepcion de los

parametros relativos a la infeccién por VIH).

3.1.2. Estudio de aclaramiento

Grupo de estudio (VIH-VHC)

Se incluyeron 60 pacientes VIH+ con hepatitis cronica por VHC diagnosticados en la Unidad de
Seguimiento de VIH del Complejo Hospitalario Xeral-Cies (Vigo, Espafia), seleccionados para recibir terapia

combinada con interferdn pegilado-ribavirina con la finalidad de combatir la infeccion por VHC.

Los criterios de inclusion fueron los siguientes (Soriano et al, 2004a): pacientes con infeccion por
VIH confirmada, presencia de ARN-VHC en sangre confirmada con PCR, edad comprendida entre 18 y 65
afios, ausencia de habitos téxicos (consumo activo de alcohol y/o drogas recreacionales), no haber recibido
terapia previa con interferdn, recuento de linfocitos T CD4+ >200 células/ w1, recuento de leucocitos
>3.000 células/ml, recuento de neutrofilos >1.500 células/ml, recuento de plaquetas >100.000
células/ml, valores de hemoglobina >12 gr/dl, y valores de tiempo de protrombina, bilirrubina, albumina y
creatinina en el rango de la normalidad, buena adherencia al tratamiento, perfil psicologico estable,

soporte familiar y participacion voluntaria en el estudio (consentimiento informado).

Los criterios de exclusion aplicados fueron: cirrosis u otras enfermedades hepéaticas
concomitantes  (excepto hepatitis  BJ, hemoglobinopatias, alteraciones psiquidtricas, eventos
cardiovasculares, diabetes descompensada, bronquitis cronica, enfermedades autoinmunes, retinopatia
severa, embarazo, lactancia, y cualquier otra condicion de las que contraindican el tratamiento de la

infeccion cronica por el VHC en pacientes coinfectados VIH-VHC.

Del historial clinico de los pacientes seleccionados se recogio la siguiente informacion: variables
demograficas (edad, sexo, conducta de riesgo para la adquisicion de la infeccién por VIH, tiempo de
evolucién desde su diagndstico, estadio clinico de la infeccion por VIH y terapia antirretroviral recibida,
factores de riesgo de adquisicion del VHC y tiempo transcurrido desde su diagndstico), datos analiticos

(valores de transaminasas, concentracion de ARN-VHC en sangre, genotipo viral, carga viral de VIH,

56



Pacientes y Métodos

recuento de linfocitos T CD4 nadir, concentracion de linfocitos T CD4), y antecedentes de infeccion por el

virus de la hepatitis B (VHB.

3.2. Secuencia metodologica

3.2.1. Recoleccion de muestras

Las muestras de saliva se recogieron entre las 9:00 y las 14:30 horas. El paciente permanecio
sentado y depositd en un contenedor estéril la saliva total, estimulada mediante la aplicacion de 2-3 gotas
de acido citrico (0,1 mol/l) en el dorso de la lengua cada minuto durante 3 minutos (Navazesh y
Christensen, 1982). Antes de que transcurriese una hora se procedi6 a la congelacion de los contenedores

a -80°C para la posterior deteccion de ARN-VHC.

Simultaneamente, se recogieron 10 ml de sangre venosa periférica para la identificacién vy el
genotipado del ARN-VHC. Para la deteccion se empled el sistema Amplicor’” HCV Monitor (Roche
Molecular Systems, Barcelona, Espafia) en el estudio de prevalencia y el Versant” HCV-RNA 3.0 (bDNA)
(Bayer Diagnostics, Barcelona, Espafial en el estudio de aclaramiento. EI genotipado se llevo a cabo
empleando un ensayo de hibridacion reversa en tira (Inno-Lipa” HCV II; Bayer, Barcelona, Espafial,
siguiendo los protocolos de la Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica

(Delgado-Iribarren et al, 2004).

3.2.2. Deteccion del ARN-VHC en saliva

La deteccion del ARN-VHC en las muestras salivales se llevo a cabo en el Instituto de Ciencias de
la Salud adscrito al Complejo Hospitalario Universitario de La Corufia (CHUAC, La Corufia, Espafal,

aplicando una técnica especifica (Hermida et al, 2002).

Para evitar que el ARN-VHC detectado en las muestras de saliva procediese de una eventual
contaminacion hematica, se desecharon los especimenes que exhibieron sangre en la inspeccion visual. A
los restantes se les aplico un test especifico para detectar hemoglobina humana con una sensibilidad de 40
/g/ml (Hem Check”, Menarini Diagnostics, Barcelona, Espafial, con el objetivo de estudiar si la existencia

de sangre oculta resultaba un factor determinante de la presencia del ARN viral en la saliva.
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La deteccion del ARN-VHC se llevé a cabo mediante una técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) modificando la sistemética aplicada previamente por otros autores. El método se
fundamenta en la capacidad de la enzima "polimerasa" para catalizar la adicion de nucledtidos a una
cadena de ADN matriz. La polimerasa precisa, para poder iniciar su actividad, de la hibridacion previa de
oligonucledtidos complementarios que actuaran como iniciadores (cebador o primer que por su
complementariedad especifica delimitan la cadena que va a ser copiada. Para el procesamiento del ARN se
precisa la transformacion previa en ADN complementario (ADNc) mediante la técnica de retrotranscripcion

0 transcripcion reversa (RT).

La técnica de la RT-PCR consta de las siguientes fases (Figuras 6y 7):
- Extraccion del ARN
- Transcripcion reversa o retrotranscripcion
- Amplificacion

- Analisis de los productos de PCR
* [xtraccion del ARN

La obtencion de cantidades suficientes de ARN viral puro e integro es fundamental para
garantizar la fiabilidad del analisis de productos de la PCR. Para la extraccion del ARN, las muestras se
someten a procedimientos de lisis. El TRIzol (Life Technologies, Barcelona, Espafial es una solucion
monofasica de isocianato de guanidina y fenol que produce la disrupcion de las células y solubiliza los
componentes intracelulares manteniendo la integridad del ARN. Afiadiendo cloroformo y centrifugando la
muestra, la solucion se divide en dos fases, una acuosa y otra organica. El ARN se mantiene en la fase
acuosa y se recupera por precipitacion con isopropanol. El ADN y las proteinas permanecen en la fase
organica y pueden aislarse mediante precipitacion secuencial. Tras el aislamiento, el ARN se suspende en

una solucion de dietilpirocarbonato (DEPC) para preservarlo de la accion de las ARNasas.
 Transcripcion reversa

El ARN problema debe transformarse en ADNc para que pueda someterse a maniobras de

amplificacion. Las enzimas de transcripcion reversa permiten el apareamiento de desoxinucledtidos
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complementarios a la molécula de ARN, de forma que en este proceso el nucledtido complementario al

uracilo es la adenina.

Para el inicio de la reaccion se precisa la adicion de oligonucledtidos iniciadores y la presencia de
enzimas de transcripcion reversa. Existen iniciadores de baja especificidad (ramdom primers), que se unen
a diferentes regiones y captan distintos tipos de cadenas (ARN mensajero, ARN ribosémico, etc.), e
iniciadores especificos (Gen Specific Primer -GSP), que hibridan exclusivamente la secuencia de un ARN

problema.

La transcripcion reversa puede realizarse simultaneamente a la amplificacion, de forma que
ambos procedimientos se llevan a cabo en un mismo tubo de ensayo. En el presente estudio se ejecutd
cada fase de forma independiente, comenzando por la sintesis de ADNc en un medio tamponado
optimizado, del cual se extrajo una muestra para su posterior amplificacion, aumentando de esta forma la
especificidad del método. La sintesis de ADN complementario se obtuva por retrotranscripcion de 10 /I de
ARN extraido, dispuesto en un medio con pH optimizado (10 mM/I Tris-CIH, 50 mM/I CIK, 3mM/I Cl-Mg) a
una temperatura de 38°C. Se afadieron los cebadores especificos 209 y 939 |(Life Technologies,
Barcelona, Espafia), nucledtidos (10 M DTT y 0,5 mM dNTPs) y 200 unidades de Virus de la Leucemia
Murina de Moloney (MMLV) que acttan de transcriptasa inversa. A los 5 minutos se inhibio el proceso de

transcripcion sometiendo la transcriptasa a altas temperaturas (95°C).
* Amplificacion

Cuando la doble cadena se somete a temperaturas superiores a los 90°C se produce el
fenomeno de la “desnaturalizacion”, se rompen los enlaces de hidrégeno y las dos cadenas se separan
permitiendo el copiado /n vitro mediante la adicion de cebadores especificos y desoxinucledtidos. En el
proceso de “hibridacion”, la polimerasa cataliza la adicion de nucledtidos complementarios, obteniéndose
un duplicado de cada cadena. La repeticion del ciclo permitira la generacion de copias de la cadena original
en progresion geométrica, de forma que tras varios ciclos el nimero de moléculas generado es suficiente

para permitir su deteccion.

En la fase de amplificacion, 20 /I del ADNc obtenido en la retrotranscripcion se incorporaron a

una mezcla de reaccion con un volumen final de 50 I, que contenia: 10mM/I Tris-CIH (pH 8,4) 50 mM/|
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CIK, 1,5 mM/l Cla2Mg, 200 M dNTPs, 1U Taq Polimerasa (Life Technologies). Se realizaron 30 ciclos de

amplificacion con las siguientes temperaturas: 94°C/30 seg; 53°C/4bseg; 72°C/60seg.

Se utilizo la técnica de PCR anidada, en la que tras completar una primera amplificacion, los
productos de la reaccion se reamplifican utilizando nuevos cebadores que hibridan a los iniciales.
Consecuentemente, 1 /1 del producto de la primera PCR se reamplificd en una mezcla de reaccion de 50
41 que contenia: 10 mM/I Tris-CIH (pH 8,4), 50 mM/I KCIK, 1,5 mM/I Cl2Mg, 200 /M dNTPs, 1U Taq
Polimerasa (Life Technologies) y 1 M de los cebadores 211 y 940 (Life Technologies). El programa de

amplificacion fue el mismo que en la primera PCR.

» Figura 6. Fases de la técnica de Reaccin en Cadena de la Polimerasa para la deteccion del ARN-VHC

exén 1 exon 2
| — | | — |

e Andlisis de los productos de la PCR

El producto se sometio a electroforesis en un gel de agarosa al 1,5% y se tifié con bromuro de

etidio.

La sensibilidad de la técnica para la deteccion de ARN-VHC se determind estudiando el producto

de PCR de diluciones seriadas de plasma en saliva. El plasma procedia de un individuo infectado, cuya
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viremia era de 1.000.000 copias de VHC por ml de plasma (determinado con el sistema Amplicor’, Roche)
y la saliva procedia de un individuo control VHC negativo. El limite de deteccion de esta técnica fue de 10

moléculas de ARN-VHC/ml (Figura 7).

» Figura 7. Analisis de los productos de la PCR mediante electroforesis en gel de agarosa

Linea 1: Suero control positivo

Linea 2: Suero de un paciente infectado por VHC con carga viral de 1 x 10° copias/ml
Linea 3: Saliva control negativa

Linea 4: Dilucion al 10% de suero en saliva

Linea 5: Dilucion al 1% de suero en saliva

Linea 6: Dilucion al 0,1% de suero en saliva

Linea 7: Dilucion al 0,01% de suero en saliva

Linea 8: Dilucian al 0,001% de suero en saliva

Linea 9: Saliva control negativa

Linea 10: Control de peso molecular
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3.2.3. Diseno del estudio de prevalencia

En este estudio de caracter transversal, se procedio a la deteccién cualitativa del VHC en la
saliva del grupo de estudio (n= 75) y del grupo control (n= 75), siguiendo los procedimientos descritos
anteriormente. Primero se compararon las caracteristicas de ambos grupos (estudio y control) para
comprobar que eran similares y después se intentd determinar qué variables -demogréficas, clinicas y/o

analiticas- condicionaban la aparicion del virus en la saliva.

El andlisis estadistico de los resultados se realizd con el entorno de software libre R, version
2.12.0 (R Development Core Team, Vienna, Austria). Las variables discretas se analizaron mediante el test
de Fisher y el de Chi-cuadrado, mientras que para las continuas se aplicé un modelo de regresion logistica.

Se consideraron estadisticamente significativos los resultados con valores de p <0,05.
3.2.4. Diseno del estudio de aclaramiento

En los pacientes candidatos a recibir terapia combinada (n= 60), los farmacos de eleccion
fueron el interferon pegilado a-2a (Pegasys, Roche, Basilea, Suiza) y la ribavirina (Copegus, Roche). La
dosis se establecid en funcion del peso del paciente: aguéllos con un peso inferior a 75 kg recibian 180
mcg de peginterferon o-2a una vez por semana y 1000 mg diarios de ribavirana repartidos en dos dosis,
mientras que a los de peso igual o superior a 75 kg se les administraba la misma dosis de peginterfergn
pero 1200 mg de ribaviriana/dia. La duracion del tratamiento se establecio en base al genotipo viral: 48
semanas para los genotipos 1y 4, y sélo 24 semanas para los genotipos 2 y 3. En las 24 horas previas al
inicio de la terapia se prescribia profilacticamente paracetamol o ibuprofeno para paliar los efectos

adversos del interferon, y se evaluaba la necesidad de antieméticos (Soriano et al, 2004a).

Las deteccion del VHC tanto en sangre como en saliva de los pacientes que recibieron terapia
combinada se realizé al iniciar el tratamiento (basall, al finalizarlo, a los 6 meses post-tratamiento y en un
sequimiento ulterior a los 12 meses post-tratamiento. En los pacientes que completaron el seguimiento, a
los b afios de la finalizacion del tratamiento se hizo un nuevo control serolégico para comprobar la

presencia del VHC.
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El analisis estadistico de los resultados se realizo con el entorno de software libre R, version
2.12.0 (R Development Core Team, Vienna, Austria), aplicando en cada caso el test de Fisher, el test de
Chi-cuadrado o un modelo de regresion logistica. Se consideraron estadisticamente significativos los

resultados con valores de p <0,05.

Para estudiar la concordancia entre la presencia/ausencia del VHC en sangre y en saliva, se
ajustd un modelo de regresion logistica con respuesta bivariante (basado en la odds-ratio):
vglm(cbind(sangre,saliva) ~ tiempo, binom2.or(zero = NULL), datos). Para poder determinar si la
concordancia ([(no,no), (si,si)] frente a [(si,no), (no,sill] era similar al finalizar el tratamiento, a los 6 y 12
meses, se introdujo el tiempo como factor en el modelo. El analisis estadistico se realizo utilizando el
software R, version 2.12.0 (R Development Core Team, Vienna, Austrial, y el modelo se ajustd utilizando
el paquete VGAM (Yee y Wild, 1996; Yee, 2012). En todos los casos, se consideraron estadisticamente

significativos los valores de p <0,05.
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4.1. Estudio de prevalencia

4.1.1. Grupo de estudio (VIH-VHC)

Caracteristicas de la infeccion por VIH

De los 75 pacientes coinfectados VIH-VHC incluidos en el estudio, 60 (80%) eran varones y 15
(20%) mujeres, con una edad media de 38 afios (rango 21-64 afios). La conducta de riesgo preponderante
para la adquisicion del VIH fue la adiccion a drogas por via parenteral (76%). El tiempo de evolucion de la
infeccién por VIH superaba los 5 afios en el 88% de los pacientes y en el 25% era mayor de 15 afios. El
recuento de linfocitos T CD4 nadir se hallaba por debajo de las 200 cels/i/I en el 39% de los pacientes,
mientras que en el 47% estaba comprendido entre las 200-500 cels/w/I. Més de la mitad de los pacientes
de la serie (38 casos; 51%] tenian un recuento de linfacitos T CD4 + superior a 500 cels/u/I en el momento
en que se tomaron las muestras de saliva, mientras que sélo 4 pacientes (5%) no superaban las 200
cels/u/l. Sélo un paciente tenia més de 1x10° copias/ml de VIH, mientras que en 40 (53%) la viremia de
VIH fue indetectable (< 50 copias/ml). Casi la mitad de los pacientes (36 casos) pertenecian al estadio A
de la infeccion, 24 pacientes (32%) al By los 15 restantes (20%) al C. El 45% de los pacientes (34 casos)
no recibia terapia antirretroviral durante la realizacion del estudio y los 41 restantes estaban tratados con

8 combinaciones diferentes de antirretrovirales. Todos estos resultados se detallan en la tabla 6.
Caracteristicas de la infeccion por VHC

La carga viral media del VHC detectada en suero en el grupo de estudio fue 10.024.241 +
13.862.304 Ul/ml (rango 0,00-8,3x10” Ul/ml). La viremia del VHC de 52 pacientes (81%) alcanzo valores
comprendidos entre 10%-10° Ul/ml. EI genotipo predominante fue el 1, presente en 37 pacientes (60%). El
38% de los pacientes tenian una concentracion sérica de GPT de 91-300 U/l y sélo el 4% (3 pacientes)
presentaron valores >300 Ul/l (Tabla 6). En un solo paciente se confirmé infeccion activa por VHB,

mientras que 53 pacientes {72%) la habian tenido con anterioridad a la realizacion del estudio (Tabla 6).
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P Tabla 6. Datos descriptivos del colectivo de estudio en relacion a la infeccion por VIH

ADPV 57 76
Practicas heterosexuales 9 12
Recepcion de hemoderivados 9 12
0-5 9 12
6-10 20 27
1115 27 36
16-20 19 25
<200 29 39
200-500 35 47
>500 11 14
<200 4 5

200-500 33 44
>500 38 51

<50 40 53
10%10° 7 9

10%-10" 10 13
10%10° 15 20
10°-10° 2 3

108107 1 2

A1 16 21

A2 12 16
A3 8 11

B1 1 1

B2 18 24
B3 5 7

C1 0 0

2 3 4

C3 12 16
Sin terapia 34 45
INTI 5 6,6
2 INTI + INTI ana. 2 2,6
2 INTI + INNTI 15 20
INTI + INNTI + INTI ana. 5 6,6
2INTI + IP 10 13,3
[P+ INNTI + INTI ana. 1 1,3
[P+ INTI + INTI ana. 2 2,6
QOtras 1 1,3

ADPV=Adictos a Drogas por Via Parenteral; INTI= Inhibidores Nucledsidos de la Transcriptasa Inversa; INNTI=Inhibidores No
Nucledsidos de la Transcriptasa Inversa; IP= Inhibidores de la proteasa; INTI ana.= Inhibidores de la transcriptasa inversa
analogos de nucledtidos
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Prevalencia de VHC en saliva y factores condicionantes

Se detectaron particulas ARN-VHC en 49 de las 75 muestras salivales recogidas en el colectivo

de pacientes coinfectados, lo que representa una prevalencia del 65%.

La presencia del VHC en saliva no se relaciond con la edad, el sexo, factores de riesgo
identificados para la infeccién por VIH ni el tiempo transcurrido desde su diagnéstico, el recuento de
linfocitos T CD4 + nadir ni actual, el estadio clinico, la viremia del VIH, la terapia antirretroviral, la viremia

del VHC, el genotipo del VHC, los valores de GPT, ni la coinfeccion por VHB.

4.1.2. Grupo control (VHC)

Caracteristicas de la infeccion por VHC

El grupo control incluyd 55 varones (73%) y 20 mujeres (27%) con una edad media de 40 afios
(rango 20-71 afios). En términos de edad y sexo, no se observaron diferencias estadisticamente

significativas entre el grupo de coinfectados y el grupo control.

La carga viral media de VHC detectada en suero en el grupo control fue 264.429 + 249.299
Ul/ml {rango 0-1.796.068 Ul/ml). Solamente el 1,5% (1 caso) de los pacientes de este grupo alcanzaron
viremias de VHC superiores a 1x10° Ul/ml. El genotipo predominante fue el 1 (62% de los casos). El valor
medio de GPT fue 106,4+96,8 U/l (rango 11-447 UI/). En 4 pacientes (5,3%) se detectd infeccion por

VHB activa y 1 la habia tenido en el pasado.

La viremia VHC de los pacientes coinfectados resultd significativamente superior a los valores
detectados en el grupo control (p< 0,001). También se observaron diferencias significativas en la
distribucion del genatipo viral entre ambos grupos (p= 0,012). Los niveles de GPT fueron similares en
ambos grupos. La prevalencia de antecedentes de hepatitis por VHB fue significativamente superior entre

los coinfectados que en el grupo control (p<0,001; OR (IC)= 36,51 (12,51-132,94)), (Tabla 7).
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> Tabla 7. Datos descriptivos en relacion a la infeccion por VHC*del grupo de estudio (VIH-VHC) y del grupo control

(VHC)
GRUPO DE ESTUDIO VIH-VHC| GRUPO CONTROL VHC
N (%) N (%)
<600 3(4,6) 2(3,2)
Viremia VHC 600-10° 4(6,3) 11017,5)
(Uljml) 10%-10° 5(7,8) 491(77,8)
10°%-10° 52(81,2) 1(1,5)
1 37 (60,6) 24 (81,5)
. 9 21(3,3) 6(15,3)
Genotipo VHC 3 12 (19.6) 9123.1)
4 10 (16,4) 010)
>30 9(12,1) 9(12)
30-90 34 (45,9) 36 (48)
GPT (Ulh) 91-300 28 (37.8) 23 (30,61
>300 3(4,1) 719,3)
No 20 (27) 70 (94)
Hepatitis B Hepatitis B pasada 53 (72) 11
Hepatitis B activa 1(1) 4 (5)

*no existia informacion disponible de todos los pacientes

Prevalencia de VHC en saliva y factores condicionantes

Se detectd ARN-VHC en la saliva de 39 pacientes (52%), resultando esta prevalencia similar a la

observada en los pacientes coinfectados.

No se establecio ninguna correlacion entre la deteccion del VHC en saliva y la edad del paciente,

el sexo, los valores de GPT, ni la coinfeccién por VHB. Se demostré una relacion estadisticamente

significativa entre la deteccion de ARN-VHC en saliva y la carga viral en sangre (p<0,001) (Figura 8).

También se constato que la presencia del VHC en saliva era mas habitual en pacientes con determinados

genotipos virales como el 3 (p< 0,001) (Figura 9).
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» Figura 8. Presencia del VHC en saliva de pacientes monoinfectados en funcion de la carga viral
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» Figura 9. Presencia del VHC en saliva de pacientes monoinfectados en funcion del genotipo viral
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4.2. Estudio de aclaramiento

4.2.1. Grupo de estudio (VIH-VHC)

Caracteristicas de la infeccion por VIH

De los 60 pacientes seleccionados inicialmente, (nicamente se pudo completar el estudio en 34,
debido a la interrupcion precoz del tratamiento o a la imposibilidad de finalizar el seguimiento post-
tratamiento en los 26 restantes. De los 34 pacientes coinfectados VIH-VHC, 26 (76,5%) eran varones y 8

(23,5%) mujeres, con una edad media de 41 afios (rango 29-65 afios).

La conducta de riesgo preponderante para la adquisicion del VIH fue la adiccion a drogas por via
parenteral (64,8%). El recuento de linfocitos T CD4+ nadir se hallaba por debajo de las 200 cels/u/I en el
21% de los pacientes, mientras que en el 64% estaba comprendido entre 200 y 500 cels/w/l. Mas de la
mitad de los pacientes de la serie (23 casos; 68%) tenian un recuento de linfocitos T CD4 + superior a 500
cels/u! en el momento en que se inicid la terapia anti-VHC, y el 32% tenian 200-500 cels/w/1. Sélo un
paciente tenfa mas de 1x10° copias/ml de VIH, mientras que en 22 (64%) la viremia de VIH era
indetectable (< 50 copias/ml). El estadio de la infeccion por VIH fue el B en casi la mitad de los pacientes

(16 casos), el A en 13 pacientes (38%) y el C en los 4 restantes (12%).

El 32% de los pacientes (11 casos) no recibieron terapia antirretroviral durante la realizacion del
estudio y los 23 restantes estaban tratados con 6 combinaciones diferentes de antirretrovirales. La
combinacion més frecuente fue (Inhibidores Nucledsidos de la Transcriptasa Inversa + Inhibidores No
Nucleosidos de la Transcriptasa Inversa + Inhibidores de la transcriptasa inversa andlogos de nucledtidos),

que se administrd a 8 pacientes (23%). Todos estos resultados se detallan en la tabla 8.
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» Tabla 8. Datos descriptivos del colectivo de estudio en relacién a la infeccion por VIH

N %

Conducta de riesgo para la AD,PV. 2 b4
adquisicion del VIH Practlc§§ heterosexualgs § 18
Recepcion de hemoderivados 6 18

0-5 4 12

Tiempo de evolucién de la 6-10 10 29
infeccion por VIH (afios) 11-15 12 35
16-20 8 24

P . <200 7 21
:.;:If;;llt)os T CD4+ nadir 200-500 99 64
>500 5 15

. <200 0 0
:.cl:ll:],;:lllt)os T CD4 actual 900-500 1 2
>500 23 68

<50 22 64

10%10° 4 12

Viremia del VIH (copias/ml) 10%-10* 2 6
10410° 5 15

10°%-10° 1 3

A1 4 12

A2 7 21

A3 2 6

B1 2 6

Estadio de la infeccién B2 9 28
B3 5 15

C1 0 0

€2 0 0

C3 4 12

Sin terapia 1 32

INTI 2 6

2 INTI + INNTI 7 20

Terapia Antirretroviral INTI + INNTI + INTI ana. 8 23
2 INTI + IP 3 9

[P+ INNTI + INTI ana. 2 6

[P + INTI + INTI ana. 1 3

ADPV= Adictos a Drogas por Via Parenteral; INTI= Inhibidores Nucledsidos de la Transcriptasa Inversa; INNTI= Inhibidores No
Nucledsidos de la Transcriptasa Inversa; IP=Inhibidores de la proteasa; INTI ana.= Inhibidores de la transcriptasa inversa

analogos de nucledtidos
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Caracteristicas de la infeccion por VHC

La carga viral media del VHC detectada en suero en el grupo de estudio en la determinacion
basal fue de 1.124.996 + 1.103.189 Ul/ml (n= 27). El genotipo predominante fue el 1, presente en 17
pacientes (50%). EI 65% de los pacientes tenia una concentracion sérica de GPT comprendida entre 91 y
300 Ul/l'y ningln paciente presento valores por encima de las 300 U/l (Tabla 9). Tan sélo el 35% de los

pacientes (n=12) habian tenido hepatitis B con anterioridad a la realizacion del estudio.

» Tabla 9. Datos descriptivos del colectivo de estudio en relacion a la infeccion por VHC

GRUPO DE ESTUDIO VIH-VHC

N (%)
600-10° 3(9)
Viremia VHC (Ulml)  10°10° 3(9)
10%108 28 (82)
1 17 (50)
. 2 0(0)
Genotipo VHC 3 13017.2)
4 4011,8)
~30 0(0)
30-90 12 (35)
GPT (UIfD 91300 22 (65)
~300 0(0)
N No 22 (65)
Hepatitis B Hepatitis B pasada 12 (35)

Aclaramiento del VHC en sangre

La tasa de respuesta al finalizar el tratamiento (RVF) fue del 79,4%, ya que solo se detectd
ARN-VHC en 7 de los 34 pacientes del grupo de estudio. La tasa de respuesta sostenida (RVS) a los 6
meses de acabar el tratamiento descendi6 al 55,8% (19 de 34). En el control posterior efectuado a los 12
meses de finalizar el tratamiento se detectaron 2 recidivas, por lo que 17 pacientes (50%) mantuvieron

criterios de respuesta favorable (Figura 10).

A los 5 afios de finalizar el tratamiento se efectud un nuevo control seroldgico: 4 pacientes no
acudieron a la revisién, 4 habia fallecido y el virus resultd indetectable en 17 de los 26 restantes (65,3%).

Considerando que en los 4 fallecidos habia fracasado el tratamiento, podriamos estimar que el 56,6% de
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Resultados

los pacientes (17 de 30, incluidos los éxitus) mantenian una respuesta viral favorable a largo plazo (Tabla

10).

» Figura 10. Presencia del VHC en sangre de pacientes coinfectados (VIH-VHC)

(n) 35 -

30

25

20

| .
0

Basal Final del tratamiento ~ Control 6 meses Control 12 meses

B ARN-VHC detectable en sangre E1ARN-VHC no detectable en sangre

Aclaramiento del VHC en saliva

Aliniciar el tratamiento, 22 de los 34 pacientes (65%) tenian ARN-VHC detectable en saliva. Al

finalizar la terapia el virus estaba presente en las muestras salivales de 13 pacientes (38,2%). Alos 6y 12

meses de seguimiento se detectd ARN viral en el 52,9% de las muestras salivales recogidas (18 pacientes)

(Figura 11y Tabla 10).

» Figura 11. Presencia del VHC en saliva de pacientes coinfectados (VIH-VHC)

(n) 35

30 +—| —

25 +— —

20 +— —

15 1 — —

10 +—| —

Basal Final del tratamiento ~ Control 6 meses Control 12 meses

O ARN-VHC detectable en saliva O ARN-VHC no detectable en saliva
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Relacion entre el aclaramiento del VHC en sangre y su presencia en saliva

En la tabla 10 se detallan de forma individualizada los datos sobre la presencia de ARN-VHC en

sangre y en saliva de los pacientes coinfectados participantes en el estudio.

Al analizar la concordancia en los patrones de aclaramiento del VHC en sangre y en saliva
observamos que: En el 70,3% de los respondedores (19 de 27 casos), no se detectd ARN-VHC en saliva al
finalizar el tratamiento. En el control efectuado 6 meses mas tarde, no se constaté la presencia del virus
en saliva en el 63,1% de los respondedores sostenidos (12 de 19 casos). A los 12 meses de finalizar el
tratamiento 15 pacientes de los 17 que mantenian una respuesta seroldgica favorable no tenian ARN-VHC
detectable en saliva (88,2%). La prevalencia del virus en saliva de los no respondedores fue del 71,4% al
finalizar el tratamiento (5 de 7 casos), del 73,3% a los 6 meses (11 de 15 casos) y del 94,1% a los 12

meses (16 de 17 casos). Estos resultados se detallan en las figuras 12 y 13.
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» Tabla 10. Datos individualizados sobre la presencia de ARN-VHC en sangre y en saliva de los pacientes coinfectados
VIH-VHC participantes en el estudio (n= 34)

FINAL DEL CONTROL 6 CONTROL 12 [CONTROL
PACIENTE BASAL TRATAMIENTO MESES MESES 5 A0S
SANGRE| SALIVA [SANGRE| SALIVA | SANGRE| SALIVA |SANGRE| SALIVA | SANGRE

1 + + +

2 + + + + + + + +

3 + + +

4 + +

) + + + + + + + +

6 + + + + + +

i + + + +

8 + +

9 + + + + + + + exitus

10 + +

i + + -

12 + + perdido

13 + + + + + + +

14 + +

15 + + + + + +

16 + + + + + + +

17 + + + + + + +

18 + + + + + exitus

19 + + perdido

20 + + + + + + + + +

21 + + + + + + + + +

22 + + perdido

23 + + + + + + -

24 + + + + + + perdido

25 + -

26 +

27 + + +

28 + + + + + +

29 + + +

30 + + +

31 + +

32 + + + + + + éxitus

33 + + + +

34 + + + + + + + exitus
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» Figura 12. Presencia del VHC en saliva de pacientes con ARN-VHC no detectable en sangre

(n) 35

30

25

20

1

Final del tratamiento Control 6 meses Control 12 meses

E1ARN-VHC no detectable en sangre O ARN-VHC detectable en saliva

» Figura 13. Presencia del VHC en saliva de pacientes con ARN-VHC detectable en sangre

(n) 35 -

30

25

20

15 —

10 —

Final del tratamiento Control 6 meses Control 12 meses

W ARN-VHC detectable en sangre DO ARN-VHC detectable en saliva

Factores condicionantes de la presencia del VHC en saliva

* final del tratamiento

La deteccion del VHC en la saliva de los pacientes coinfectados no estaba condicionada por la

edad, el sexo, ni ninguna de las variables analizadas en relacion a la infeccion por VIH: conducta de riesgo
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para la adquisicion del VIH, tiempo transcurrido desde el diagndstico de infeccion por VIH, recuento de

linfocitos T CD4 + nadir y al inicio del tratamiento, estadio clinico, viremia VIH y terapia antirretroviral.

Ninguna de las siguientes variables de hepatitis se relaciond con la presencia del VHC en saliva
al finalizar el tratamiento con interferon-ribavirina (Tabla 11): viremia VHC basal, genotipo viral, presencia
del VHC en sangre al acabar el tratamiento, a los 6 y a los 12 meses post-tratamiento, duracion del

tratamiento, niveles de GPT, antecedentes de hepatitis B y presencia del VHC en saliva basal.

» Tabla 11. Relacion entre las variables de hepatitis y la presencia del VHC en saliva al finalizar el tratamiento con
interferén-ribavirina

TEST VALOR DE| 0DDS RATIO (INTERVALO DE

ESTADISTICO “n" CONFIANZA AL 95%)
Viremia VHC basal Regresion logistica 0,55 1,00 (0,99-1,00)
Genotipo viral Chi-cuadrado 0,23
Deteccion del VHC en sangre al final del Fisher 017 4,03 (0,48-52,46)

tratamiento

Duracion del tratamiento con interferon- Chi-cuadrado 0,64

ribavirina

Niveles de GPT Regresion logistica 0,29 1,00 (0,99-1,01)
Antecedentes de hepatitis B Fisher 0,13 3,58 (0,68-21,19)
Presencia del VHC en saliva basal Fisher 1,00 0,81(0,15-4,38)

* A los 6 meses de finalizar el tratamiento

Al'igual que ocurrio al finalizar el tratamiento anti-VHC, la presencia de ARN-VHC en saliva en el
control efectuado 6 meses mas tarde, no estuvo condicionada por ninguno de los factores analizados de la

infeccion por VIH.

Con respecto a las variables de hepatitis, la presencia del virus en saliva se relacion¢ de forma
estadisticamente significativa con la deteccion del VHC en sangre a los 6 meses de finalizar el tratamiento
(p=0,0454) y con los niveles de GPT (p= 0,0147), aunque este Gltimo hallazgo pierde validez en base a
los valores del Odds Ratio (Tabla 12).
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» Tabla 12. Relacion entre las variables de hepatitis y la presencia del VHC en saliva a los 6 meses de finalizar el
tratamiento con interferon-ribavirina

TEST VALOR DE| ODDS RATIO (INTERVALO
ESTADISTICO “p" DE CONFIANZA AL 95%)

Viremia VHC basal Regresion logistica 0,55 1,00 (0,99-1,00)
Genotipo viral Chi-cuadrado 0,60

?r:tt(;t::::::tﬂel VHC en sangre al final del Fisher 0,67 0,87 (0,08-7,68)
Deteccion del VHC en sangre a los 6 meses Fisher 0,04 4,48 (0,88-27.49)

de finalizar el tratamiento

Duracion del tratamiento con interferon- Chi-cuadrado 0,34

ribavirina

Niveles de GPT Regresion logistica 0,01 0,98 (0,96-0,99)
Antecedentes de hepatitis B Fisher 1,00 0,84 (0,16-4,28)
Presencia del VHC en saliva basal Fisher 0,72 0,72 (0,13-3,64)

e A los 12 meses de finalizar el tratamiento

Ni la edad, ni el sexo, ni las variables de la infeccion por VIH, condicionaron de forma
estadisticamente significativa la presencia del VHC en saliva, a los 12 meses de finalizar el tratamiento con

interferan-ribavirina.

Al analizar las variables de hepatitis, comprobamos que la presencia del virus en saliva se
relaciond de forma estadisticamente significativa con la deteccion del VHC en sangre a los 6 meses y a los

12 meses de finalizar el tratamiento (p< 0,001 en ambos casos) (Tabla 13).
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» Tabla 13. Relacion entre las variables de hepatitis y la presencia del VHC en saliva a los 12 meses de finalizar el
tratamiento con interferdn-ribavirina

TEST VALOR DE|0DDS RATIO (INTERVALO
ESTADISTICO “p" DE CONFIANZA AL 95%)

Viremia VHC basal Regresion logistica 0,41 1,00 (0,99-1,00)
Genotipo viral Chi-cuadrado 0,99

Viremia VHC al final del tratamiento Fisher 0,18 5,5110,51-290,18)
Detl.acclfm del VHC en. sangre a los 6 meses Fisher <0001 44,97 14,55-2320,56)
de finalizar el tratamiento

Deteccion del VHC en sangre a los 12 meses Fisher <0001 88,83 (7.95.5096,73)

de finalizar el tratamiento

Duracion del tratamiento con interferdn- Chi-cuadrado 0,24

ribavirina

Niveles de GPT Regresion logistica 0,09 0,99 (0,79-17,41)
Antecedentes de hepatitis B Fisher 1,00 0,83 (0,16-4,28)
Presencia del VHC en saliva basal Fisher 1,00 1,191(0,23-6,14)

Valor predictivo de la presencia de VHC en saliva

La deteccion de VHC en saliva basal no permite intuir la respuesta al tratamiento con interferon-
ribavirina en términos de aclaramiento viral en sangre. Existe una correlacion estadisticamente significativa
entre la presencia del VHC en saliva al finalizar el tratamiento y en sangre 6 meses mas tarde (p= 0,03],
aunque esta correspondencia desaparece en los controles posteriores. La presencia del VHC en saliva a los
6 meses de finalizar el tratamiento esta relacionada con su deteccion en sangre a los 12 meses (p= 0,01).
No se observd ninguna relacion estadisticamente significativa entre la deteccion del virus en saliva en
ninguna de las determinaciones efectuadas y su presencia en sangre a los b afios. Estos resultados se

detallan en la tabla 14.
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> Tabla 14. Relacion entre la presencia del VHC en saliva y la respuesta al tratamiento con interferon-ribavirina en
términos de aclaramiento viral en sangre (test de Fisher)

TR DETECCION DEL VHC| DETECCION DEL | DETECCION DEL
VHC EN SANGRE aL|EN SANGRE A LOS 6| VHC EN SANGRE A | VHC EN SANGRE A
N i MESES DE LOS 12 MESES DE| LOS 5 AfiOS DE
PR FINALIZAR EL FINALIZAR EL FINALIZAR EL
TRATAMIENTO TRATAMIENTO TRATAMIENTO
Presencia del 0= 1,00 Sy 0= 0,7 0= 0,10

VHC en saliva
basal

OR=1,451(0,19-17,99)

OR=1,95(0,38-11,69)

OR=1,511(0,29-8,29)

OR= 6,85 (0,69-353,60)

Presencia del
VHC en saliva al
finalizar el
tratamiento

p- 0,03
OR= 5,31 (1,00-34,02)

p- 0,07
OR= 3,98 (0,76-24,89)

p- 0,41
OR= 2,42 (0,36-16,70)

Presencia del
VHC en saliva a
los 6 meses de
finalizar el
tratamiento

p=0,01
OR= 6,71 (1,25-44,90)

p=1,00
OR=0,93(0,14-6,21)

Presencia del
VHC en saliva a
los 12 meses de
finalizar el
tratamiento

p= 10,22
0R= 3,68 (0,52-44,55)

Concordancia entre la presencia/ausencia del VHC en sangre y en saliva

Al analizar en el conjunto del grupo de estudio la concordancia entre sangre y saliva en términos

de presencia/ausencia de VHC detectable, observamos que ésta aumenta progresivamente a los largo del

tiempo (Tabla 15), alcanzando su maximo valor en el control analitico efectuado 12 meses después de

finalizar el tratamiento (OR= 112,57).
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D Tabla 15. Estudio global de concordancia entre sangre y saliva, en términos de presencia/ausencia de VHC detectable

0DDS RATIO VALOR DE “p”
Fin de tratamiento 5,63 0,066
6 meses post-tratamiento 5,50 0,027
12 meses post-tratamiento 112,51 <0,001
DIFERENCIAS ENTRE LOS DIFERENTES TIEMPOS DE CONTROL ANALITICO

FIN DE TRATAMIENTO

6 MESES POST-TRATAMIENTO

Fin de tratamiento

6 meses post-tratamiento

p- 0,985

12 meses post-tratamiento

p- 0,059

p- 0,043
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b.1. Tecnicas de deteccion de ARN-VHC mediante PCR

Técnicas de PCR para la deteccion del VHC en sangre

La utilizacion de marcadores moleculares como el ARN-VHC es esencial para el manejo de los
pacientes infectados por el VHC, ya que representan indicadores directos de la replicacion viral y permiten
su cuantificacion. Las principales aplicaciones de estos marcadores en la practica clinica son el diagnostico
de la infeccion activa, la indicacion de la terapia antiviral y la monitorizacion de la respuesta al
tratamiento. En consecuencia, tal y como se recoge en diferentes recomendaciones y guias terapéuticas,
el manejo de la infeccién por el VHC se basa primordialmente en la cuantificacién de la carga viral antes,
durante y después del tratamiento (Davis, 2002; Berg et al, 2003; Ghany et al, 2009). La deteccion del
ARN viral se realiza mediante pruebas de amplificacion gendmica, cuya positividad indica presencia de
virus circulante y confirma infeccion en curso, aguda o cronica; su negatividad en una muestra puntual no

permite descartar la infeccion cronica, ya que la viremia tiene en ocasiones caracter intermitente.

La respuesta al tratamiento antiviral se evalia determinando una carga viral basal (pre-
tratamiento), y al menos una carga viral al término de éste y a las 24 semanas post-tratamiento. Se
considera una buena respuesta si se obtiene una carga viral indetectable al término del tratamiento, y una
carga viral indetectable y/o ARN cualitativo negativo a las 24 semanas (respuesta viral sostenida).
Adicionalmente, se ha establecido que una caida igual o superior a 2 log de la carga viral a las 4 6 12
semanas de tratamiento (respuesta viral precoz), permite predecir la probabilidad de obtener una
respuesta viroldgica sostenida al término de la terapia. En el presente estudio, la decision de recoger
muestras de sangre y saliva a los 12 meses de finalizar el tratamiento, se tomé en base a los resultados
obtenidos en una investigacion previa en pacientes monoinfectados, en los que se observd un retraso en el

aclaramiento del VHC en la saliva con respecto al suero (Diz et al, 2005).

Debido a la escasa concentracion de virus circulante, la deteccion y cuantificacion del ARN-VHC
requiere del uso de técnicas moleculares para su amplificacion. A este respecto, lo ideal es disponer de un
ensayo que sea sensible, especifico, reproducible y que tenga un amplio intervalo dindmico de

cuantificacion, para que cubra todas las posibles situaciones clinicas. Se han desarrollado algunos sistemas
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para poder realizar una cuantificacion aproximada de la viremia y existe un estandar internacional de ARN-
VHC, cuantificado en Unidades Internacionales, que ha permitido unificar los criterios de expresion de
resultados. Aunque se ha contrastado la fiabilidad de numerosas técnicas, es aconsejable utilizar siempre
el mismo método para el seguimiento individual de cada paciente, y no utilizar factores de correccion para
equiparar las unidades de medicion. Por otra parte, dado que todos estos métodos se basan en la
acumulacion exponencial de productos amplificados/sefiales, los nimeros absolutos expresados en ellos
son referenciales y la evaluacion de una caida significativa de la carga viral debe evaluarse siempre en

funcion de la diferencia en logaritmos en base 10.

Los métodos de cuantificacion de la carga viral del VHC disponibles comercialmente, se
fundamentan en dos técnicas de biologia molecular basadas en la amplificacion de la sefial por hibridacion
molecular (bDNA, del inglés branched DNA) y en la amplificacion de la secuencia diana por PCR de

transcripcion reversa (PCR-TR) competitiva cuantitativa y PCR-TR a tiempo real.

El sistema Cobas Amplicor” fue el primer ensayo semiautomatizado desarrollado para determinar
la carga viral del VHC por PCR-TR. Aunque es un ensayo muy reproducible, tiene una escasa sensibilidad
{rango dindmico 600-850.000 Ul/ml) y rendimiento, lo que ha motivado su desplazamiento por nuevos

métodos de PCR a tiempo real (Pawlotsky, 2002).

El sistema Versant” HCV-RNA v3.0 Assay se caracteriza, fundamentalmente, por su
reproducibilidad, que es mayor que la de los métodos de PCR a tiempo real, aunque presenta un grado de
automatizacion y rendimiento intermedios, debido a su largo periodo de incubacion (Schutten et al, 2008;
Vermehren et al, 2008). Su principal inconveniente es un limite inferior de cuantificacion de 615 Ul/ml,
significativamente mayor que el de otros sistemas; para paliar este defecto, el mismo fabricante promovid

la comercializacion de un ensayo de PCR a tiempo real (Versant” HCV RNA 1.0 Assay kPCR).

El sistema Cobas AmpliPrep’/Cobas” TagMan HCV, integrado en la plataforma modular Docking
Station”, es el primer sistema basado en PCR a tiempo real que estd totalmente automatizado. Se
caracteriza por un limite de deteccion bajo (rango 30-200.000.000 Ul/ml), un elevado rendimiento y por no
necesitar de personal especializado para su manejo (Schutten et al, 2008; Vermehren et al, 2008). La

cuantificacion viral del VHC por este método es la mas utilizada en nuestro entorno, tal y como reflejan los
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estudios realizados en el seno de la Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica
(Caliendo et al, 2006; Orta et al, 2007; Orta et al, 2008). Sin embargo, este ensayo presenta dos aspectos
criticos: una sobrestimacion en los niveles de ARN-VHC, que parece acentuarse en muestras con cargas
virales elevadas (Davis, 2000, y una subestimacion de la carga viral para los genotipos 2 y 4 (Caliendo et
al, 2006; Colson et al, 2006; Sarrazin et al, 2006; Chevaliez et al, 2007; Sizmann et al, 2007; Tuaillon et
al, 2007).

Por dltimo, el sistema Abbott RealTime HCV Assay” es otro método de PCR a tiempo real
disponible en la actualidad, que también se caracteriza por un limite de deteccion bajo (rango 12-
100.000.000 Ul/ml), y por un rendimiento y grado de automatizacion intermedios, a los que afiade su
elevada precision para cuantificar los diferentes genotipos virales. No obstante, las posibilidades de
contaminacion aumentan al trabajar con tubos abiertos (Pyne et al, 2009) y exige personal cualificado

para su manejo (Vermehren et al, 2008).

Todos estos sistemas tiene una debilidad metodologica comdn, la extraccion de los acidos
nucleicos, aunque este problema se palia mediante sistemas de extraccion automatizados, que minimizan

considerablemente el riesgo de contaminacion.

Con la introduccién de la PCR a tiempo real en la determinacion de la carga viral del VHC, el
protagonismo que ejercia el intervalo dindmico ha dado paso al de la influencia del genotipo viral. Desde
un principio, los genotipos del VHC han condicionado los resultados obtenidos con los ensayos comerciales
de cuantificacion viral (Mellors et al, 1999). Diversos estudios han demostrado la existencia de diferencias
significativas en los valores obtenidos con las distintas técnicas, resultando esta cuantificacion
sustancialmente subestimada para los genotipos 1 y 3 en el ensayo de amplificacion de la sefial de
hibridacion (Caliendo et al, 2006; Colson et al, 2006; Sarrazin et al, 2006), y para los genotipos 2, 3y 4 en
los formatos de tiempo real con sondas TagMan (Caliendo et al, 2006; Colson et al, 2006; Sarrazin et al,
2006; Chevaliez et al, 2007; Sizmann et al, 2007; Tuaillon et al, 2007). La existencia de polimorfismos en
las regiones del genoma que se utilizan como dianas para los cebadores y sondas empleados en las
diferentes técnicas moleculares, puede dar lugar a alteraciones significativas en el procesamiento técnico
y, en consecuencia, comprometer la cuantificacion de la carga viral (Tuaillon et al, 2007). También se ha

sugerido que otro factor condicionante puede ser la utilizacion exclusiva de paneles del genotipo 1 para la
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estandarizacion de los ensayos de carga viral del VHC en Unidades Internacionales (Sarrazin et al, 2006).
En consecuencia, si la cuantificacion del ARN-VHC es genotipo-dependiente, los valores umbrales
establecidos pueden no ser equivalentes para todos los genotipos, lo que podria en algunos casos acarrear

decisiones erréneas en la monitorizacion terapéutica.
Adaptacion de la técnica de PCR para la deteccion del VHC en saliva

La amplificacién de 4cidos nucleicos mediante PCR ha permitido superar la escasa sensibilidad
de las pruebas de hibridacion in sitv (Wolk et al, 2001). EI Amplicor” HCV 2.0 (Roche Diagnostics,
Barcelona, Espafia) es un test de PCR automatizado para deteccion cualitativa (indica resultados positivos
o negativos) de ARN-VHC en suero. Debido a que los métodos de PCR automatizados carecen de
homologacion para analizar saliva, en el presente estudio se optd por un test de PCR procesada en

laboratorio para la deteccion de ARN-VHC salival.

Entre las modificaciones incorporadas a la técnica de PCR convencional, se utilizd el método de
la PCR anidada (nested-PCR), en la cual se realiza una doble amplificacion. Tras completar una primera
amplificacion, los productos de la reaccion se reamplifican utilizando nuevos cebadores que hibridan a los

iniciales, mejorando la sensibilidad y la especificidad de la técnica (Wolk et al, 2001).

La validez de las pruebas de deteccion en microbiologia molecular esta condicionada por el limite
de sensibilidad o limite inferior de deteccion, es decir, la minima concentracion de microorganismos
detectable -de forma reproducible- mediante la técnica analitica utilizada (Wolk et al, 2001). El método de
RT-PCR aplicado alcanzé una sensibilidad de 10 moléculas de ARN-VHC/ml. Ademas, es imperativo que el
disefio del test incluya un nimero suficiente de controles negativos (superior al 20% de las muestras), que
son procesados junto a las muestras y a los controles positivos, para garantizar que no exista ningun tipo

de contaminacion en el laboratorio (Wolk et al, 2001).

Una caracteristica importante del ARN relacionada con su manipulacion en el laboratorio es su
elevada inestabilidad. La molécula de ribosa que constituye el ARN posee un grupo OH" altamente

reactivo, y los contaminantes externos incluyen enzimas con actividad ribonucleasa (ARNasa). Para
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minimizar la accion de las ARNasas, las muestras se almacenaron a -80° tras su recogida y hasta el

momento de su procesamiento definitivo.

El protocolo de procesamiento, se realizd en las condiciones especiales de aislamiento y asepsia
estipuladas:
- Preparacion de la mezcla de reaccion en cabinas de flujo laminar equipadas con luz ultravioleta.
- Empleo de instrumental especifico para amplificacion.

- Las soluciones tampon se esterilizaron con autoclave y se almacenaron en areas especificas.

- Los reactivos se descongelaron a 4° y se mantuvieron en hielo hasta su paso por el termociclador.

b.2. Prevalencia del ABN-VHC en saliva

Al estudiar la dindmica de la secrecion del VHC en saliva, se observé que ésta no se producia de
forma continua (Wang et al, 2003), lo cual debe tenerse en cuenta al evaluar los resultados de los estudios

de prevalencia del VHC en muestras salivales, ya que ésta probablemente estd a menudo infraestimada.

Suzuki et al (Suzuki et al, 2005), encontraron que en un importante porcentaje de pacientes
monoinfectados que no tenian ARN-VHC en saliva, éste era detectable en el fluido gingival crevicular, por
lo que sugirieron que ésta podia representar una de las principales vias de acceso del virus para
contaminar la saliva; sin embargo, estos resultados son cuestionables, ya que mas de la mitad de los
pacientes de la serie presentaban periodontitis u otras enfermedades orales, por lo que el ARN viral
detectado podria provenir de alguna fraccion celular derivada del sangrado o del infiltrado linfocitario

asociado a la inflamacién periodontal.

En algunos estudios, la prevalencia del virus en la saliva de los pacientes coinfectados VIH-VHC
fue ligeramente superior a la de los maonoinfectados (Chen et al, 1995). Otros autores, por el contrario,

describieron una prevalencia levemente inferior en los pacientes coinfectados (Mariette et al, 1995; Roy et
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al, 1996; Roy et al, 1998). La baja frecuencia de deteccion de particulas de ARN-VHC salival encontrada
por Rey et al (Rey et al, 2001} en una serie importante de 59 pacientes coinfectados, probablemente
expresa la limitada sensibilidad de la técnica de PCR aplicada. La literatura disponible sobre la presencia de
particulas virales ARN-VHC en la saliva de los pacientes coinfectados es escasa, metodologicamente
heterogénea y habitualmente se limita a series muy pequefas (Tabla 16). Los resultados del presente
trabajo confirman que no existen diferencias significativas en la prevalencia de ARN-VHC en la saliva de los

pacientes coinfectados VHC-VIH y de los monoinfectados VHC.

Coincidiendo con otros autores (Cribier et al, 1995; Cribier et al, 1996; Cribier et al, 1997;
Filippini et al, 2000; Mohsen et al, 2002; Mathews y Bhagani, 2003; Cadafalch et al, 2004; Laskus et al,
2004), la viremia del VHC en los pacientes coinfectados era mas alta que en los monoinfectados,
presumiblemente debido a que el VIH potencia la replicacion del VHC en sangre y a que la vida media del
virion VHC es mayor en los pacientes coinfectados (Torriani et al, 2003). Al restaurarse la
inmunocompetencia en los pacientes tratados con TARGA también se incrementa la viremia del VHC,

probablemente como expresion de una mayor destruccion de hepatocitos infectados.

Al igual que otros autores (Wang et al, 1992; Numata et al, 1993; Mariette et al, 1995;
Caldwell et al, 1996; Heintges y Wands, 1997; Fabris et al, 1999; Maticic et al, 2001; Hermida et al,
2002; Pastore et al, 2006), en los pacientes monoinfectados de la presente serie, encontramos una
relacion directa entre la carga viral en sangre y la presencia del virus VHC en saliva. Este hallazgo, permite
sugerir una posible transferencia de particulas virales desde el torrente circulatorio a la saliva, a través de
lesiones en la mucosa, por enfermedad periodontal o por gradiente de concentracion desde el surco
gingival. Sin embargo, deberian contemplarse otras rutas de contaminacion salival, ya que también se ha
aislado ARN-VHC en la saliva de pacientes edéntulos (Roy et al, 1998). En este sentido, se ha propuesto
que las particulas virales aisladas en saliva podian provenir de las glandulas salivales (Roy et al, 1998) y se
ha confirmado la replicacion intraglandular del virus (Arrieta et al, 2001; Carozo et al, 2002), lo que podria
justificar por qué ocasionalmente en algunos pacientes el VHC es detectable en saliva pero

paradgjicamente no lo es en sangre (Harle et al, 1993; Nagao et al, 2000).
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Rey et al (Rey et al, 2001) estudiaron simultdneamente la carga viral del VHC en sangre y saliva
en un colectivo de pacientes coinfectados, sin encontrar una relacion significativa entre ellas. En el
presente trabajo, la presencia de ARN-VHC en la saliva de los pacientes coinfectados no se relaciond con la
carga viral sérica. Al seleccionar a los pacientes monoinfectados con las viremias mas elevadas (>1x10°
Ul/ml) la prevalencia del VHC en la saliva aumentaba hasta un 83%, mientras que, entre los pacientes
coinfectados, permanecia en torno al 65%, independientemente del valor de la viremia. Hipotéticamente,
la afluencia de particulas ARN-VHC a las glandulas salivales desde el torrente circulatorio podria
incrementarse en los pacientes coinfectados, por la capacidad del VIH para aumentar la susceptibilidad de
macrdfagos y monacitos al VHC (Laskus et al, 2004), pero se ha demostrado que no existe relacion alguna
entre la presencia de ARN-VHC en las células mononucleares de la sangre periférica y en la saliva (Young
et al, 1993). La infeccion por VIH produce, ya desde sus fases iniciales, una alteracion de las glandulas
salivales (Lin et al, 2003), y en consecuencia, la replicacion del VHC en el interior de las mismas, podria
estar alterada en los pacientes coinfectados. Navazesh et al (Navazesh et al, 2003) relacionaron esta
hipofuncién glandular con la administracién de TARGA y con un recuento bajo de linfocitos T CD4+. Por
ultimo, la presencia de particulas ARN-VHC en saliva también podria estar condicionada por la expresion y
la actividad de proteinas asociadas a la mucosa enddgena, tales como el inhibidor de la secrecion salival de
la proteasa leucocitaria (Lin et al, 2004; Chattopadhyay et al, 2004), aunque no se ha demostrado que

tengan actividad viricida frente al VHC.

En los pacientes monoinfectados de la presente serie, el genotipo viral se relacioné con la
deteccion del virus en saliva, especialmente el genotipo 3. Pastore et al (Pastore et al, 2006) también
describieron una relacion significativa entre el genotipo del VHC y su presencia en saliva, pero
paradojicamente afirmaron que el genotipo 3a no pasaba a la saliva, por lo que esta controversia deberia

ser objeto de futuras investigaciones.
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) Tabla 16. Prevalencia de ARN-VHC en saliva de pacientes coinfectados (VIH-VHC] y en controles monoinfectados VHC

PACIENTESIPACIENTES| CONDICION PREVALENCIA DE ARN-| PREVALENCIA DE

AUTOR, AO VHC EN SALIVA DE | ARN-VHC EN SALIVA
wils SFELE | DEfE5) MONOINFECTADOS | DE COINFECTADOS
Chen et al, 1995 14 9 - 2 (14,3%) 2(22,2%)
Mariette et al, 1995 15 13 - 10 (66,6%) 7153,8%)
Roy et al, 1996 15 6 Hemofilia 8 (53,3%) 2 (33,3%)
Roy et al, 1998 14 19 Drogadiccion 9 (64,2%) 10 (52,6%)
Drogadiccion
Rey ot al, 2001 g Heterosexual 23137,3%)
Homosexual
Hemoderivados
Presente serie el
. . 75 75 Heterosexual 39 (52%) 49 (65,3%)
(estudio prevalencia) )
Hemoderivados
Presente serie ki
. . 34 Heterosexual 22 (64,7%)
(estudio aclaramiento) A
Hemoderivados

b.3. Aclaramiento del ARN-VHC en sangre

Aunque los protocolos terapéuticos basados exclusivamente en el interferén ya no representan
el procedimiento estandar de tratamiento del VHC, los estudios en los que se han aplicado proporcionaron
informacion muy Gtil en términos de tolerabilidad, interacciones medicamentosas, complicaciones, y
relacion entre el recuento de linfocitos T CD4+ vy la tasa de respuesta al tratamiento. Ademas, la
monoterapia con interferon ha demostrado beneficios a nivel histologico, en pacientes coinfectados que no
toleraron la terapia combinada con ribavirina por problemas de toxicidad debidos a interacciones
medicamentosas. Los resultados de los estudios sobre el tratamiento de la monoinfeccion por VHC,
apuntaban a un aumento en la eficacia de la terapia con la incorporacion de la ribavirina. Para disefiar el
presente estudio, se siguieron las directrices para el tratamiento del VHC propuestas por la Asociacion

Europea para el Estudio del Higado (EASL, 1999); se implementaron las recomendaciones dirigidas a los
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monoinfectados, ya que en aquel momento todavia no existian pautas especificas para los pacientes
coinfectados. Se prescribié interferdn en su forma pegilada combinado con ribavirina; como la dosis de
esta Ultima no estaba bien definida en los casos de coinfeccion, se decidié administrarla en funcion del
peso del paciente, siguiendo las indicaciones vigentes en el momento de disefiar el estudio (Soriano et al,
2002); la duracion propuesta del tratamiento fue de 6 meses para los genotipos 2 y 3, y de 12 meses para

el genotipo 1.

Posteriormente, en 2004 y 2007, se publicaron extensos ensayos clinicos llevados a cabo en
poblacion coinfectada (APRICOT, ACTG 5071, RIBAVIC y PRESCO), en los que se evidencid que los
resultados mejoraban al emplear el interferdn en su forma pegilada frente a la estandar (Tabla 17), ya que
la pegilacion aceleraba la absorcion del farmaco, facilitaba su metabolizacion y prolongaba su vida media,
reduciendo la prescripcion a una nica dosis semanal. En estudios ulteriores, se comprobd que no sélo era
importante administrar dosis adecuadas de interferdn, sino que también tenia relevancia el tipo de PEG-
IFN utilizado, ya que el derivado o-2a (en cadenas ramificadas y con un peso medio de 40 kd) parece
resultar mas eficaz que el a-2b (una cadena lineal Gnica y un peso medio de 12 kd), en base a sus

diferencias farmacocinéticas (Vispo et al, 2008; Awad et al, 2010; Foster, 2010).

En el estudio ACTG (AIDS Clinical Trials Group) A5071 se reclutaron 133 pacientes de diferentes
centros de Estados Unidos, a los que se tratd con dosis fijas de 180 r/g/semana de PEG-IFN a-2a y con
dosis progresivas de ribavirina, que comenzaron en 600 mg/dia y se incrementaron hasta 1.000 mg/dia,
segun la tolerancia. El 77% de los pacientes eran portadores del genotipo 1, que presumiblemente
conlleva una peor tasa de respuesta al interferon. La respuesta al final del tratamiento (RFT) se alcanzo en
el 41% de los pacientes, pero la respuesta virolégica sostenida (RVS) sélo se obtuvo en el 27% de los

casos (14% con genatipo 1y 73% en el resto de genotipos) (Chung et al, 2004).

El RIBAVIC fue un ensayo multicéntrico francés en el que se evaluaron pacientes coinfectados tratados
con dosis de PEG-IFN a-2b ajustadas al peso (1,5 r/g/kg/semana) y con dosis fijas de ribavirina de 800
mg/dia. La RVS fue del 27%, al igual que en el estudio americano previo, pero la proporcion de genotipos
2y 3 con RVS fue menor. Ademas, el grado de abandonos fue més elevado (38%), debido principalmente

a los efectos secundarios de la medicacion (Carrat et al, 2004).
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» Tabla 17. Principales ensayos clinicos de tratamiento con interferon pegilado y ribavirina en pacientes

coinfectados VIH-VHC
APRICOT | ACTG 5071 RIBAVIC BARCELONA PRESCO PRESENTE
Torriani et al,| Chung et al, Carrat et al, laguno et al, Nuriez et al, SERIE
2004 2004 2004 2004a 2007
Participantes (n) 868 133 412 95 389 34
Area geografica Internacional EE.UU. Francia Espafia Espafia Espafia
Peginterferdn PEG-IFN o-2a | PEG-IFN a-2a | PEG-IFN a-2b | PEG-IFN a-2b | PEG-IFN o-2a | PEG-IFN o-2a
dosis (vg/semana) 180 180 1,5 pglkg 100-150 180 pg 180 g
Rivabirina 600-800-1000 1000 <75kg | 1000 <75kg
. , 800 ) 800 600-1200
dosis (mg/dia) progresiva 1200 >75kg | 1200 >75kg
Edad (afios) 39,7 45 39,5 40 40 41
Género masculino (%) 80 79 17 63 69,7 76
Duracién (semanas) 48 48 48 48 48672 ,24 648 )
seg(in genatipo
Raza blanca (%) 79 33 93 100 100 100
Viremia VIH indetectable (%) 60 60 67 70 71,5 64
Recuento medio de CD4 510 690
530 474 482 570
(cels|u1) todos >300 todos >200
Con TARGA (%) 84 86 83 88 80,3 68
Viremia elevada en Uliml (% s . . : . s
. >8 x10° (72 >10° (83) >5x10°(65) >8x10° (47) | >8x10°(66,6) [ >10°(44,4)
de pacientes)
Genotipo 1 (%) 61 77 59 55 49 50
Fibrosis severa/cirrosis (%) 12 " 39 30 21
Total 40 21 21 44 50 56
= = (Genotipo 1 29 14 35,6 59
; E Genotipo 1y 4 17 38 35 52
§ 2 enotipo 1y
E § Genotipo 4 32,6 25
(-5
Genotipo 2y 3 62 13 44 53 12,4 61

EI APRICOT es el mayor ensayo terapéutico publicado hasta la fecha en individuos coinfectados. Los

pacientes recibieron al menos una dosis de PEG-IFN a-2a de 180 r/g/semana y 800 mg/dia de ribavirina.

Una diferencia sustancial con los dos trabajos anteriores es que en éste se incluyeron pacientes de

diferentes paises y continentes, y hasta el 60% tenian un genotipo que no era el 1. El porcentaje de RVS

fue del 40%, aunque no superd el 29% en los genotipos 1. La tasa de abandonos del tratamiento fue del

25%, presumiblemente por que se aplicaron unos criterios de inclusion mas estrictos y se realizd una
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monitorizacion exhaustiva. La dosis de ribavirina administrada pudo influir en la tasa de respuesta, mas
favorable que en el estudio ACTG Ab071. Los mejores resultados obtenidos en los genotipos 2 y 3 (RFT=
64% y RVS= 62%) en comparacion con el genotipo 1, corroboraron los hallazgos de estudios previos. La
escasa proporcion de recaidas, justifico el tratamiento durante 48 semanas de los pacientes coinfectados

con genotipos 2 y 3 (Soriano et al, 2004c).

La informacion derivada del estudio PRESCO (Nufiez et al, 2007, realizado en Espafia, permitio ajustar
las pautas de tratamiento en el colectivo de coinfectados. En este ensayo se incluyeron 389 pacientes que
recibieron tratamiento con 180 t/g/semana de PEG-IFN a-Za y 1.000-1.200 mg/dia de ribavirina. La tasa
de RVS fue del 50% (72% para los genotipos 2 y 3, frente al 35% para los genotipos 1y 4), con un
porcentaje de abandonos del 8,2%. Se investigo el beneficio de prolongar el tratamiento hasta 48
semanas para los genotipos 2 y 3, y hasta 72 semanas para los genotipos 1y 4 (en lugar de 24 y 48
semanas respectivamente). Los resultados confirmaron la mayor eficacia de las dosis mas altas de
ribavirina en todos los grupos de tratamiento, mientras que la extension del mismo sélo resulté beneficiosa
en algunos subgrupos de pacientes, en virtud de factores como la cinética viral temprana, la viremia inicial

y el genotipo viral.

En un estudio reciente llevado a cabo en pacientes coinfectados, se observo que existia una relacion
estadisticamente significativa entre un descenso de la carga viral de al menos 0,9 log a las 24 horas de
comenzar la terapia y una RVS. El valor predictivo negativo para conseguir una RVS fue del 100% v el
valor predictivo positivo alcanzo el 71% (Laufer et al, 2011). Este hallazgo podria permitir la optimizacion
del tratamiento en entornos con recursos limitados, y en pacientes con factores pre-tratamiento

predictivos de no respuesta o con antecedentes de toxicidad grave.

En la mayoria de los primeros trabajos publicados sobre pacientes coinfectados a los que se administro
terapia combinada con PEG-IFN y ribavirina, la tasa definida de RVS oscilo entre el 27 y el 44% (Carrat et
al, 2004; Chung et al, 2004; Laguno et al, 2004a; Torriani et al, 2004), sensiblemente menor al 50-60%
observado en los pacientes monoinfectados (Manns et al, 2001; Fried et al, 2002). La informacion
proporcionada por estos estudios permitié conocer mejor los factores que comprometen el éxito de la

terapia y que se detallan a continuacion:
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* Relacionados con el huésped: edad avanzada, sexo femenino, raza negra, indice de masa
corporal elevado, resistencia a la insulina, presencia del haplotipo IL28B TT, abuso de

polisustancias/alcohol y enfermedad psiquiatrica.

* Relacionados con la infeccion por VHC: grados de fibrosis mas altos, esteatosis favorecida por
el alcohol y los antirretrovirales, gradiente de presion hepato-venosa, coexistencia de

hepatopatias por otra etiologia, niveles elevados de ARN-VHC y genotipo viral 1.

Sin embargo, un factor predictivo favorable de RVS es un valor basal de proteina 10 interferon
gamma inducible (IP-10) <400 pg/ml. Los niveles de IP-10 estan asociados con la carga viral del
VHC, los niveles de GPT, la actividad inflamatoria hepéatica y el estadio de fibrosis (Reiberger et

al, 2008).

* Relacionados con la infeccion por VIH: recuento bajo de linfocitos T CD4+, viremia VIH

elevada y tipo de antirretroviral administrado.

La funcion renal es un factor importante en la farmacacinética de la ribavirina, especialmente
cuando el aclaramiento de creatinina estd por debajo de 43 mL/min (Wade et al, 2006). En
pacientes infectados por el VIH, en los que el riesgo de afectacion renal es mayor debido a la
nefropatia asociada al propio virus y al dafio causado por algunos antirretrovirales (como
indinavir o tenofovir), esta consideracion podria ser especialmente relevante (Fabian et al,

2007).

* Relacionados con el tratamiento: dosis suboptima de interferon pegilado y/o ribavirina,
duracion inadecuada, incumplimiento del tratamiento por problemas de tolerancia y adherencia,

cinética de eliminacion viral mas lenta y recidivas mas frecuentes tras finalizar el tratamiento.

Tanto el PEG-IFN como la ribavirina actdan como inmunomoduladores, de modo que la deficiencia

inmunolégica que provoca la infeccion por el VIH tiene un impacto negativo sobre su eficacia, incluso en

pacientes con una cifra elevada de linfocitos T CD4+ y/o con ARN-VIH indetectable. Por el contrario, los

linfocitos T CD8+ efectores intrahepaticos, se asocian al éxito del tratamiento con interferdn (Vrolijk et al,

2003). Los ensayos clinicos de fase IIl SPRINT-2 en pacientes naive (Retreatment with HCV Serine

Protease Inhibitor Boceprevir and Peglntron/Rebetol 2) y RESPOND-2 en pacientes en los que fracaso la
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terapia con interferon PEG-IFN y ribavirina (Serine Protease Inhibitor Therapy-2), han aportado resultados
prometedores; en ambos estudios se administré boceprir, un inhibidor de la proteasa NS3/4A que actia
directamente sobre la replicacion del VHC, a diferencia del tratamiento estandar, que intenta potenciar la
respuesta inmunitaria natural; estos ensayos han contado con la participacion de 1.500 personas con
genotipo 1, y al afiadir este farmaco a la terapia estandar practicamente se duplicaba el porcentaje de
participantes que alcanzaban una RVS (Chang et al, 2012). Sin embargo, teniendo en cuenta que estos
medicamentos se metabolizan por la via del citocromo P-450, es posible que existan interacciones
farmacocinéticas con los antirretrovirales. El boceprir, fue el primero de una serie de moléculas -todavia en
fase de investigacion- que también tienen una accion directa sobre el VHC, entre las que destaca el

TMC435 (Tanwar et al, 2012).

La informacion proporcionada por los ensayos clinicos, permitit establecer protocolos de tratamiento
especificos para los pacientes coinfectados (periodos de tratamiento mas largos y dosis de ribavirina en
funcion del peso), y comprender mejor las interacciones medicamentosas y los efectos secundarios de la
terapia, reduciendo significativamente la tasa de abandonos (que en algunos estudios suponia hasta un

tercio de los pacientes).

Al completar el curso del tratamiento del VHC, los pacientes coinfectados VIH-VHC presentan una tasa
de respuesta inicial menor y una tasa de recidiva mayor que los monoinfectados (Torriani et al, 2004).
Como el tratamiento es fundamentalmente inmunomodulador, es posible que la disfuncion inmune
derivada de la infeccion por VIH represente el principal factor implicado, incluso en estadios tempranos con
recuentos de linfocitos T CD4 + relativamente altos. El aclaramiento del VHC parece que se realiza en dos
fases: en una etapa temprana se produciria el aclaramiento de los viriones, mientras que la segunda fase,
mas tardia, corresponderia a la destruccion continuada de los hepatocitos infectados. Un enlentecimiento
de este proceso en el contexto de la infeccion por VIH, podria explicar la mayor incidencia de recurrencias

tras la supresion inicial de la viremia del VHC observada en algtn estudio (Soriano, 2004).

La tasa de respondedores primarios en nuestra serie fue del 79,4%, un porcentaje elevado si se
compara con otros estudios realizados en los Gltimos afios, en los que los resultados oscilaron entre el 60 y
el 67% (Crespo et al, 2007b; Nufiez et al, 2007; Rallon et al, 2011). Este hallazgo, podria explicarse en

base a la coexistencia de varios factores favorecedores, como: la administracion de dosis de ribavirina
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ajustadas al peso del paciente y de PEG-IFN a-2a (frente a 2b), un grupo de estudio integrado por
pacientes con niveles elevados de linfocitos T CD4+, todos de raza blanca, sélo la mitad con genotipo 1,
68% recibiendo TARGA y solo el 44% con viremias VHC basales elevadas. Ademas, en el presente estudio,
los pacientes en los que no se pudo completar el tratamiento o el seguimiento, no se incorporaron en el

analisis de resultados.

En la literatura, los porcentajes de RVS se han ido aproximando progresivamente hasta confluir en
torno al 50-55% tanto en coinfectados (Crespo et al, 2007b; Nafiez et al, 2007; Rallan et al, 2011) como
en monoinfectados (Dore et al, 2010; Milan et al, 2011). Esas tasas de RVS coinciden con el 55,8%
obtenido en la presente serie. En el colectivo de monoinfectados, desglosando los resultados en funcion
del genotipo, encontramos cifras que oscilan entre el 48 v el 84% para el genotipo 1 (Mach et al, 2011;
Chen et al, 2010), frente al 75-90% para los genotipos 2 y 3 (Kim et al, 2008; Mecenate et al, 2010).
Entre los coinfectados también existen diferencias sustanciales, con valores del 31-45% en genotipos 1y 4
(Van den Eynde et al, 2010), v alrededor del 70% en los genotipos 2 y 3 (Crespo et al, 2007b; Nufiez et
al, 2007). En los pacientes con genotipo 1 también registramos un descenso importante en la tasa de
aclaramiento viral (82% de RFT frente a 53% de RVS), pero este resultado se justifica en base al pobre
prongstico de este genotipo per se. En este sentido, se ha propuesto un modelo para estimar la
probabilidad de obtener una respuesta favorable al tratamiento en base a 4 pardmetros no invasivos, dos
dependientes del huésped como son el [L28B SNP rs12979860 v la fibrosis hepatica, y dos relacionados

con el VHC, el genotipo y la carga viral basal (Medrano et al, 2010).

Otro factor que podria explicar la menor eficacia del tratamiento y la mayor incidencia de recidivas en
el colectivo coinfectado, es el patrén dindmico de la poblacion viral del VHC, que favorece el desarrollo de
infecciones mixtas -en las que coexisten diferentes genotipos virales-. En un estudio reciente en el que se
analizo la dindmica temporal de las cepas del VHC en 11 enfermos no respondedores, 5 que estaban
infectados por el genotipo 1 6 4 expresaron el genotipo 3 a las 12 semanas de tratamiento, aunque en
todos ellos a lo largo de las 48 semanas de terapia reemergi6 el genotipo dominante inicial (Porrino et al,

2011).

Medrano et al (Medrano et al, 2009), disefiaron un estudio para evaluar la frecuencia de recidivas en

los pacientes coinfectados, planteando como hipdtesis de trabajo que este colectivo podria ser

100



Discusign

especialmente proclive a los rebrotes de la infeccion por VHC tras la supresion viral al final del tratamiento,
aunque de forma més tardia que las personas VIH negativas. Los investigadores estudiaron a 275
pacientes con hepatitis C cronica, 145 VIH+ y 132 VIH negativos, sin experiencia previa con interferdn,
que completaron 48 semanas de tratamiento con PEG-IFN y ribavirina, y que lograron niveles de ARN-VHC
indetectables (<10 Ul/ml) al final de la terapia. El 32% de los pacientes coinfectados experimentaron
recidivas, frente al 22% de los monoinfectados con el VHC. Los pacientes con genotipos 1 6 4 tuvieron

mas recidivas que los portadores de los genotipos 2 6 3, especialmente entre los coinfectados.

En la presente serie, obtuvimos una tasa de recidiva temprana (en las 24 primeras semanas post-
tratamiento) del 26%, en el rango de otros trabajos publicados recientemente en nuestro pais como el de
Rivero-Judrez et al (Rivero-Juarez et al, 2011) con un 22%. Estas recidivas en pacientes con RFT favorable
podrian explicarse por la duracion inadecuada del tratamiento, ya que en la fecha en la que se inicid el
estudio se desconocia la importancia de la cinética viral temprana para definir la duracién de la terapia. La
duracion se establecio exclusivamente en base al genotipo (24 semanas para genotipos 2 y 3, frente a 48
semanas para genotipos 1 y 4) y es posible que en algunos pacientes este periodo haya resultado
insuficiente (Rockstroh et al, 2008). En un estudio reciente, en el que se describié una tasa de recidiva del
29% en un colectivo de coinfectados con genotipo 1 tratados durante 48 semanas, se sugirié que los
factores predisponentes de recidiva tras obtener una RFT eran la presencia de cirrosis, la reduccion de las

dosis de ribavirina y el aclaramiento lento del virus (Van den Eynde et al, 2010)

En el trabajo publicado por Medrano et al (Medrano et al, 2009), solo 3 pacientes -2 coinfectados y 1
monoinfectado- experimentaron recidivas tardias, después de haber alcanzado una RVS, aunque en todo
caso antes de transcurrido 1 afio post-tratamiento: Si bien algunos autores insisten en que estas recidivas
tardias representan habitualmente reinfecciones (Jones et al, 2010), en nuestro estudio también
detectamos 2 casos de recidiva tardia (24-48 semanas después de acabar el tratamiento), lo que supone el
10,5% de los pacientes con RVS. En este sentido, cobra interés la propuesta de la Asociacion Europea
para el Estudio del Higado (EASL, 2011), de monitorizar el ARN-VHC vy los niveles de alanina
aminotransferasa (ALT) séricos a las 48 y 96 semanas post-tratamiento en los pacientes no cirrdticos con

RVS, para descartar una recidiva tardia o una reinfeccion.
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El efecto antiviral de la ribavirina combinada con PEG-IFN o con los nuevos inhibidores de la proteasa
sobre el aclaramiento del VHC, especialmente en relacion a la caida temprana de la viremia y a la tasa de
recidiva del VHC, ha sido refrendado por numerosas investigaciones (McHutchison et al, 1998; Poynard et
al, 1998; Manns et al, 2001; Fried et al, 2002; Hezode et al, 2009). Se ha sugerido que las recidivas
aparecen preferentemente en los pacientes que no alcanzan una RVR, pero los resultados de los ensayos
clinicos con los nuevos inhibidores de la proteasa, indican que la ribavirina puede disminuir el riesgo de
recidiva independientemente del efecto del tratamiento en la semana 4. El interés de esta observacion
radica en gue la monitorizacion de las concentraciones plasmaticas de ribavirina a las 4 semanas de
tratamiento, podria resultar de utilidad para maximizar la probabilidad de curacion con la terapia estandar
del VHC, especialmente en los pacientes con una caida lenta de la carga viral (RVR negativa) (Nicot et al,
2008; Morello et al, 2010). En todo caso, las investigaciones apuntan a que la RFT conlleva una tasa
inferior de descompensacion y muerte que la observada en aguellos pacientes que no responden al

tratamiento (Berenguer et al, 2010).

5.4. Aclaramiento del ARN-VHC en saliva

En un estudio en el que participaron 44 pacientes con hepatitis C cronica monoinfectados, Diz et al
(Diz et al, 2005) definieron tres patrones diferentes de aclaramiento del VHC en saliva con respecto a la

respuesta sérica al tratamiento con PEG-IFN vy ribavirina:

- Patron 1: Concordancia en el aclaramiento del VHC en sangre y saliva. En la variante 1a el virus

se vuelve indetectable en ambos fluidos y en la 1b sigue presente en ambos.

- Patron 2: Aclaramiento retardado. En la variante 2a el virus se hace indetectable primero en la

saliva y posteriormente en la sangre, mientras que en la variante 2b es a la inversa.

- Patrén 3: Discordancia en el aclaramiento. En la variante 3a el virus se aclara en sangre pero no

en saliva y en la 3b se aclara en saliva pero no en sangre.
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Aplicando estos criterios pero s6lo en términos de concordancia (patrdn 1) y discordancia (patron 3),
en el presente trabajo -en el que solo se incluyeron pacientes coinfectados-, cuando analizamos los
resultados a los 6 meses post-tratamiento, encontramos un claro predominio del patrén 1, observado en
22 pacientes, 11 con la variante 1a y otros 11 con la 1b. Los 12 pacientes restantes presentaron el patron
3 de discordancia, 8 con la variante 3a y 4 con la variante 3b. En el trabajo publicado en un colectivo de
monoinfectados, el seguimiento concluy¢ a los 6 meses post-tratamiento (Diz et al, 2005), mientras que
en el presente estudio se efectud un nuevo control a los 12 meses; en dicho control, 31 pacientes seguian
un patrén de aclaramiento 1 (15 el 1ay 16 el 1h), mientras que sélo 3 tenian un patrén discordante (2 el
Ja y 1 el 3b). Los pacientes con patrén 3a persistente eran los mas preocupantes; la replicacion
intraglandular del virus podria justificar por qué en algunos pacientes el VHC es detectable en saliva pero
paradejicamente no lo es en sangre (Harle et al, 1993; Nagao et al, 2000) y supondria una expresion de la
potencialidad de las glandulas salivales para actuar como reservorio viral alin después de la administracion
del tratamiento; sin embargo, aunque no pudieron realizarse analisis posteriores de saliva, los pacientes
siguieron sometiéndose a controles seroldgicos anuales, constatandose el aclaramiento del virus en sangre
en los 2 pacientes con patron 3a a los 2 y 3 afios de finalizar la terapia, respectivamente; ambos tenian en

comdn viremias VHC basales por encima de 10 Ul/m.

La concordancia del aclaramiento viral en sangre y saliva en términos de presencia/ausencia de VHC
aumenta sustancialmente entre los 6 y 12 meses pos-tratamiento. La prevalencia del virus en saliva de los
no respondedores aumenta del 73,3% a los 6 meses al 34,1% en el control efectuado a los 12 meses, lo
cual podria expresar un repunte de la viremia, una activacion de la replicacion viral extrahepatica u otros
factores de virulencia. En los pacientes coinfectados respondedores persistentes, la prevalencia del virus
en saliva cae del 36,9% a los 6 meses hasta el 11,8% a los 12 meses, lo que sugiere que el aclaramiento
viral es mas lento en saliva que en sangre; las causas de esta demora aln se desconacen, pero podrian
estar implicados factores como la replicacion intraglandular del virus o las alteraciones de las glandulas
salivales secundarias a la infeccion por el VHC (Carrozzo and Gandolfo, 2003) y/o por el VIH (Lin et al,

2003), que podrian dificultar la penetracion del farmaco.
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b.5 Implicaciones clinicas

La deteccion de VHC-ARN en muestras de saliva de pacientes con hepatitis C crénica,
proporciona una base biologica para la potencial transmisién del virus a través de saliva contaminada
(Ferreiro et al, 2005; Lins et al, 2005; Suzuki et al, 2005; Pastore et al, 2006; Akhtar et al, 2007; Acikgdz
et al, 2009). Aunque algunos autores han sefialado que este vehiculo podria contribuir a la propagacion
intrafamiliar del VHC (Mastromatteo et al, 2001), hasta la fecha no se ha determinado su capacidad
infecciosa. Se ha identificado ARN-VHC en utensilios personales de pacientes con hepatitis C cronica como
los cepillos de dientes (Lock et al, 2006), pero no existen pruebas concluyentes de que el virus se
propague facilmente por los besos, estornudos, tos, alimentos, agua o por compartir utensilios para comer
o beber (Centers for Disease Control and Prevention, 1998), y los estudios epidemioldgicos sefialan que el
potencial de transmisian, si es que existe, es extremadamente limitado (Castro Ferreiro et al, 2004). En
este sentido, la prevalencia de la infeccion por VHC entre los trabajadores de las unidades de odontologia -
habitualmente expuestos al contacto con saliva-, es similar a la de la poblacion general (Kuo et al, 1993;
Lodi et al, 1998; Cleveland et al, 1999; Amon et al, 2000); sin embargo, los detractores de estos estudios
sefialan que la mayoria se realizaron en areas de baja prevalencia poblacional de infeccion por VHC y/o en

trabajadores sanitarios que observaban las medidas de proteccion universales adecuadas.

Coincidiendo con otros autores (Faria et al, 2010), en la presente serie no observamos una
mayor prevalencia de ARN viral en la saliva de los pacientes coinfectados VIH-VHC que en la de los
monoinfectados, por lo que en este sentido ambos colectivos exhiben un potencial similar de transmision
del VHC por via salival. Al igual que ocurre con la viremia del VHC en los pacientes coinfectados, podria
especularse que la carga viral en saliva es mayor que en los monoinfectados, aumentando su
infecciosidad; los estudios sobre la cuantificacion del ARN-VHC en saliva de pacientes coinfectados son
escasos, pero sefialan que su concentracion es inferior a la observada en sangre y no se correlaciona con
ésta (Rey et al, 2001). En un estudio de cohortes con 171 personas heterosexuales cuyas parejas eran
anti-VIH y anti-VHC positivas, después de mas de 25.000 contactos orogenitales sin proteccion, no se
registrd ninguna seroconversion al VHC, lo que confirma que la transmision orogenital debe ser

excepcional (Marincovich et al, 2003), v ratifica la escasa infectividad de la saliva. Se ha sugerido que
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determinados mecanismos de defensa podrian atenuar o suprimir la capacidad infectiva de las particulas
virales al igual que sucede con el VIH, como por ejemplo los anticuerpos neutralizantes especificos 1gG e
IgA que bloguean la adhesion viral a la célula huésped, detectados en la saliva de los pacientes con

hepatitis C cronica (Belec et al, 2003).

En una serie recientemente publicada se demostré que no existe una correlacién entre la
presencia de anticuerpos anti-VHC en saliva y la deteccion de ARN-VHC en saliva ni en las glandulas
salivales (Caldeira et al, 2012). Los pacientes con infeccion cronica por VHC con frecuencia desarrollan
sialoadenitis, presumiblemente por accion directa de las proteinas virales, mas que por la infeccion de las
glandulas o por una reaccion inmune contra las células ductales que expresan antigenos virales (Carrozzo
and Gandolfo, 2003). La repercusion funcional de esta alteracion glandular en términos de replicacion o de
aclaramiento viral aln se desconoce, pero podria estar especialmente comprometida en los pacientes
coinfectados, ya que la infeccion por VIH también provoca una disfuncion glandular como consecuencia de
un proceso inmunopatologico especifico (Vitali, 2011). Recientemente, se ha sugerido que la ribavirina
también puede condicionar la funcionalidad de las glandulas salivales en pacientes con hepatitis C crénica
que reciben terapia combinada con interferon (Aghemo et al, 2011), pero esta observacion ha sido

rebatida por otros autores (Mahboobi y Haghigh, 2011).

La replicacion extrahepatica del VHC puede ser responsable de las recidivas cuando el virus
reinvade el torrente circulatorio. Se ha sugerido, que el VHC puede persistir en células mononucleares de
sangre periférica en pacientes con viremia indetectable después del tratamiento con interferdn, vy
probablemente también en los neutrdfilos y los linfocitos B, aunque la informacion disponible sobre
reservorios extrahepaticos de replicacion del VHC no son concluyentes. El presente trabajo confirma que
tras el tratamiento combinado con PEG-IFN y ribavirina, en los pacientes con RVS también se constata un
aclaramiento viral de la saliva, por lo que las glandulas salivales de los coinfectados no parecen actuar
como un reservorio post-tratamiento. Dado que el aclaramiento salival es mas lento que el sérico
consideramos, como ya han sugerido otros autores, que en los pacientes coinfectados debe plantearse
tanto la prolongacion del tratamiento -en casos seleccionados- (Ndfiez et al, 2007), como la del

seguimiento post-tratamiento (EASL, 2011).
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1. La prevalencia de ARN-VHC en muestras salivales de pacientes coinfectados VIH-VHC fue
similar a la detectada en los monoinfectados VHC. No se identificd ningtin factor condicionante
de la presencia del virus en saliva de los coinfectados, mientras que en los monoinfectados

resultd mas frecuente cuando tenian viremias elevadas y determinados genotipos virales.

2. La deteccion del VHC en la saliva de los pacientes coinfectados al finalizar el tratamiento, no
esta condicionada por factores demograficos, ni ninguna de las variables analizadas en relacion a
la infeccion por VIH o a la hepatopatia. A los 6 y a los 12 meses de finalizar el tratamiento, la
presencia del virus en saliva solo se relaciond de forma estadisticamente significativa con su

deteccion en sangre.

3. En los pacientes coinfectados, la deteccion de VHC en saliva basal no permite intuir la
respuesta al tratamiento con interferon-ribavirina. La concordancia entre sangre y saliva en
términos de presencia/ausencia de VHC detectable, confirma que en los respondedores
persistentes las glandulas salivales probablemente no constituyan un santuario para el VHC,

aunque el aclaramiento viral puede ser mas lento en saliva que en sangre.
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