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Resumen

Coinfeccién HIV-Hepatitis C: analisis molecular de factores genéticos del HCV que
influyen sobre la respuesta al interferon

El virus de la hepatitis C y el HIV comparten las mismas vias de transmision, lo que
conlleva a una elevada tasa de coinfeccion. En este escenario, la tasa de respuesta al
peg-IFN+RBV es mas baja que en pacientes monoinfectados con HCV.

El objetivo central de este trabajo fue estudiar si diferentes proteinas del HCV,
estructurales (E2) y no estructurales del HCV (NS5A), son capaces de interrumpir las
acciones antivirales desencadenadas por el IFN, contribuyendo hacia una respuesta
disminuida a la terapia.

El genotipo de HCV implicado en la infeccion denot6 una prevalencia elevada del
1a asi como un crecimiento del 4. Ambos son conocidos por su baja tasa de respuesta al
IFN. Se encontrd una relacién temporal en la introduccién en Argentina del genotipo 1a
del HCV y el subtipo BF de HIV.

La glicoproteina E2 no dio evidencia de rol alguno en la respuesta al tratamiento.
Dominios definidos de la proteina NS5A arrojaron resultados encontrados dependiendo de
la poblacién bajo estudio. La co-presencia de HIV no parece impactar en la génesis de
variantes de escape de HCV, ni modificar la composicion de cuasiespecies. No obstante
el HCV tendria capacidad replicativa en sitios extrahepaticos aunque las variantes virales
halladas en células mononucleares de sangre periférica no exhibieron diferencias con las
presentes en plasma.

La menor respuesta al tratamiento con peg-IFN+RBV en la coinfeccion guardaria
relacién con la mayor presencia de genotipos 1a y 4. La proteina NS5A podria contribuir
en tal sentido. Es necesario analizar el rol que desempefan factores inherentes al

hospedador.

Palabras claves: HCV, E2, NS5A, peg-IFN+RBV, HIV



Abstract

HIV-Hepatitis C Coinfection: Molecular analysis of HCV-related genetics factors that
influence interferon response

The HIV and HCV share the same transmission routs which lead to a high
prevalence of coinfection. In this scenario, the rate of response to peg-IFN + RBV is lower
than in HCV monoinfected patients.

The aim of this work was to analyze whether different HCV proteins, structural (E2)
and nonstructural HCV (NS5A), are able to disrupt viral actions triggered by IFN,
contributing to a decreased response to therapy.

The HCV genotype infection epidemiology denoted that the most prevalent was 1a
and growth of 4. Both are known for their low response rate to IFN. We found a temporal
relationship in the introduction in Argentina of HCV genotype 1a and BF subtype of HIV.

The E2 glycoprotein gave no evidence of any role in the response to treatment.
Defined domains of the NS5A protein yielded results depending on the population under
study. The co-presence of HIV does not appear to impact the selection of HCV resistant
variants, or modify the composition of quasispecies. However, the HCV may have
replicative capacity in extrahepatic compartments but viral variants found in peripheral
blood mononuclear cells did not differ with those present in plasma.

The lower response to treatment with peg-IFN + RBV in HIV coinfected patients
would be related to the increased presence of genotypes 1a and 4. NS5A protein could
contribute to this effect. It is necessary to analyze the role that factors inherent to the host.

Key words: HCV, E2, NS5A, peg-IFN+RBV, HIV
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Introduccion

1. Introduccion

1.1 Virus de la hepatitis C
1.1.1. Estructura del virus de la hepatitis C

El virus de la hepatitis C (HCV) es envuelto, con genoma ARN monocatenario de
polaridad positiva, de aproximadamente 9,6 kb, y ha sido clasificado dentro de la familia
Flaviviridae en el género Hepacivirus [1]. En la figura 1.1 se muestra un esquema

representativo de la particula viral.

Glicoproteina de
envoltura E1

Proteina del

core C ‘

Acido nucleico
. Lipidos de envoltura

Glicoproteina de
envoltura E2

Vista externa . Vista interna

Figura 1.1: Estructura del virus de la hepatitis C
Modificado de Louis E. Henderson PhD. The PNR Notebook Online [2]

La transcripcion del genoma viral a partir de un largo marco de lectura genera una
poliproteina precursora (Figura 1.2). El clivaje de este precursor da como resultado la
formacién de cuatro proteinas estructurales (core, p7 y glicoproteinas de envoltura 1y 2) y
seis no estructurales (NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A y NS5B) y esta mediado por, al
menos, tres enzimas que pueden ser tanto celulares como virales [3]. Las proteasas
virales son NS2-NS3 y NS3, pero para que cumplan su funcién, necesitan de la
interaccion con otra proteina viral, NS4A, que actia como co-factor de la proteasa NS3
[4]. En la figura 1.2 se muestra un esquema del genoma del HCV.
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Figura 1.2: Estructura del genoma del virus de la hepatitis C. Pueden apreciarse tanto las regiones
codificantes de las proteinas estructurales como las no estructurales. A ambos extremos del Unico
marco abierto de lectura (5" y 3’) se encuentran dos regiones no codificantes de proteinas (UTR).
Modificado de Dariela Micheloud. Epidemiologia Molecular de Enfermedades Infecciosas, 2008
[5].

La proteasa NS2-NS3 es una enzima dependiente de zinc y produce el clivaje entre
NS2 y NS3, perdiéndose asi, la actividad proteinasa de esta enzima. NS3 es una serina
proteasa que cliva los sitios entre NS3 y NS4A [3].

La proteina NS4B es rica en residuos aminoacidicos hidrofébicos y su funcion
todavia se desconoce, aunque recientemente ha sido reportado que podria estar
involucrada en el ensamblado viral [6].

La proteina no estructural NS5A se encuentra fosforilada en los residuos serina de
la regién C-terminal. Aunque no se conoce el rol de esta proteina en el ciclo de replicacién
viral, se le han adjudicado caracteristicas genéticas asociadas a la sensibilidad del HCV al
interferén (IFN). Se ha caracterizado una region de 40 aminoacidos, denominada region
determinante de la sensibilidad al interferon (ISDR), que junto con una secuencia
adicional de 26 amino&cidos han sido postulados como inhibidores de la respuesta al IFN
[4].

La regidn codificante NS5B da lugar a la ARN polimerasa ARN dependiente [7, 8].

Se han desarrollado diversos agentes con el fin de inhibir la funcidon de esta proteina a
3
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modo de antivirales directos, aunque a la fecha su uso terapéutico no esta disponible para
todo el mundo [9].

La proteina del core es rica en aminoacidos basicos y en residuos de prolina, y
tiene la capacidad de unirse al extremo 5" no traducible (5°'UTR) del genoma viral. Esta
proteina se obtiene por el clivaje de la porcion N-terminal del precursor proteico. Esta
accion es realizada por proteasas celulares. La proteina del core juega un rol importante
en la regulacion del crecimiento de células infectadas por el HCV, en la transformacién a
un fenotipo tumoral y en el desarrollo de carcinoma hepatocelular [10, 11]. Se ha
reportado la interaccion de la proteina del core con diversos promotores, como por
ejemplo los del virus de la hepatitis B (HBV) [12] y del virus de la inmunodeficiencia
humana tipo 1 (HIV-1) [13].

Las glicoproteinas de envoltura 1 (E1) y 2 (E2) estan codificadas “rio abajo” de la
region que codifica a la proteina del core. E1 y E2 forman heterodimeros por enlaces no
covalentes, que probablemente representan al complejo pre-brotacién. También se ha
demostrado que la proteina E2 puede interactuar con la proteina quinasa ARN-
dependiente inducible por IFN (PKR) que se activa ante la presencia de ARN doble
cadena. En dicha interaccién se implica un dominio de fosforilacion homdlogo al factor
eucariotico de iniciacion de la transcripcion (elF2a) por PKR que actuaria como sustrato
alternativo. De este modo, se evadiria la accién antiviral de la PKR, permitiendo que el
factor eucariético permanezca desfosforilado y activo para proseguir con la sintesis
proteica, y por ende la replicacién viral [14, 15]. Junto a la proteina E2 se sintetiza una
pequena proteina de 7 kD llamada p7, cuya funciéon actual es desconocida, aunque

estudios in-vitro la han caracterizado como un canal iénico [16].

1.1.2. Diversidad y genotipificacion del HCV

El HCV fue identificado por primera vez en 1989 y en la actualidad se conocen al
menos 6 genotipos diferentes y mas de 70 subtipos distribuidos geograficamente [17-19].
La heterogeneidad genética es una caracteristica del virus de la hepatitis C. Asi
como otros virus ARN, el HCV posee una alta tasa de fijacion de mutaciones, alrededor
de 1,44-1,92 x 10 cambios de nucleétido por posiciéon genémica por afio, dada por la
incapacidad de la polimerasa viral de corregir los errores introducidos por ella misma.
Estos errores de la polimerasa generan variantes virales conocidas como cuasiespecies.
El término cuasiespecies hace referencia a la heterogeneidad genética dentro de un
4
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mismo individuo infectado, y dicha complejidad puede estar dada tanto por la infeccion de
novo con una poblacién de virus heterogénea como por la acumulacion de mutaciones
durante el curso de la infeccion.

La clasificacién del HCV fue consensuada con la publicacién de un trabajo en 1993
[12, 17], el cual proponia la clasificacion por métodos filogenéticos de 6 genotipos
distintos, designados del 1 al 6. Estos grupos equidistantes genéticamente pueden, a la
vez, subdividirse en distintos subtipos (Figura 1.3). Los tipos difieren a nivel nucleotidico
en un 31-33%, mientras que los subtipos se diferencian unos de los otros en un 20-25%.
En adelante se hace referencia genéricamente a la combinacion de ambos como

“genotipos”.

Ao
: 6,/ 4\

Figura 1.3: Esquema representativo de la distribucion filogenética de los diversos genotipos y
subtipos del HCV. Los numeros corresponden a los genotipos y las letras a los subtipos.
Modificado de Simmons P., Journal of General Virology, 2004 [20].

La identificacion genotipica es clinicamente importante debido a las diferencias en
la resistencia a la terapia con IFN, exhibiendo los genotipos 1 y 4 mayor resistencia que
los genotipos 2 y 3 [21]. A causa de esto, muchos de los protocolos de tratamiento
requieren la informacion genotipica para establecer un tratamiento adecuado, para
determinar la dosis a usar y el tiempo de duracion del mismo [22].

A pesar de que la recombinacion es importante en la mayoria de los virus de ARN,
hasta hace poco la evidencia de recombinacién en el HCV era escasa [23], sugiriendo que
estos eventos eran raros in vivo y que el resultado de la recombinacién era inviable [24].
Sin embargo, en los ultimos afos, se han identificado algunos eventos naturales de

recombinacién intra-genotipo (inter-subtipo) y eventos intra-cepas, cambiando asi las
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ideas previas acerca del la ausencia de recombinacion en este virus. Esta opinién se
basaba en dos razones principales. Por un lado, hasta el afio 2002 ni un solo caso
convincente y bien caracterizado de cepas del HCV recombinante habian sido
identificadas [25]. Por otro, la evidencia experimental sugeria que la sobreinfecciéon por
otra cepa del HCV era imposible en las células previamente infectadas por el HCV [26].
Teniendo en cuenta que para que la recombinacion viral se produzca es necesario que los
dos virus diferentes infectaran la misma célula al mismo tiempo, la imposibilidad de
sobreinfeccion también impidi6 la aparicion de virus recombinantes [27].

Aunque las evidencias de recombinacibn son escasas, sigue siendo un
mecanismo de variabilidad viral que podria generar variantes de escape al tratamiento.
Por lo tanto, desde que se dispone de evidencia de recombinacion homologa, la
tipificacién gendmica del HCV requeriria estrictamente de la secuenciacion del genoma
completo [25]. Dada lo impréactico de ello, se recurre al empleo de técnicas de mayor
versatilidad. Entre éstas, merecen mencionarse aquellas que se basan en el analisis de
secuencias de un segmento amplificado del genoma viral. Ampliamente utilizada es la
regiébn 5° no traducible (5°'UTR), debido al uso concomitante de ella en la pesquisa del
ARN del HCV con fines diagndsticos. Aunque esta region esta altamente conservada, hay
un conjunto de polimorfismos bien caracterizados que permite predecir el genotipo, que
pueden ser detectados por sondas de hibridacién [28, 29], cambios en los sitios de
restriccién por endonucleasas [30, 31] o por el andlisis por secuenciacién directa [32].

La genotipificacion usando la 5°"UTR posee mas del 95% de concordancia con la
identificacion genotipica por secuenciacion directa de la region NS5B (considerada como
“gold standard”) u otras regiones codificantes del genoma [12, 33].

Recientemente ha sido reportado que las regiones gendémicas E2 y NS5A proveen
una gran informacion filogenética en términos de la caracterizacién genotipica del HCV
[34].

La clasificacion de las variantes del HCV en los 6 grupos genéticos es respaldada
por cada uno de los principales métodos de analisis filogenético de la regién del core/E1,
NS5B y la secuencia completa del genoma.
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1.1.3. Epidemiologia del HCV

El HCV es responsable del 20% de las hepatitis agudas y mas del 70% de las
cronicas. La hepatopatia crénica por el HCV afecta del 1 al 3% de la poblacion mundial,
aproximadamente unos 170 millones de personas, lo cual constituye un problema
sanitario de gran magnitud [35].

En el 70-80% de los casos la infeccion aguda por el HCV es asintomatica y
raramente evoluciona a la forma fulminante. Tras la infeccidon aguda, aproximadamente el
20% de los pacientes son capaces de aclarar la viremia y por tanto curarse, mientras que
el resto permaneceran con una infeccién crénica [36].

Algunos genotipos del HCV se distribuyen mundialmente, mientras que otros estan
mas confinados geograficamente (Figura 1.4). Los mas comunmente encontrados en los
paises del Oeste han sido clasificados como 1ay 1b para el genotipo 1, y 2a, 2b y 2c para
el genotipo 2. Es asi como los genotipos 1a, 1b, 2a, 2b, 2c y 3a se encuentran en mas del
90% de las infecciones por el HCV en América del Norte y del Sur, en Europa, Rusia,
China, Japon, Australia y en Nueva Zelanda. El genotipo 3a se encuentra mas
comunmente distribuido en Asia, aunque su distribuciéon ha sido mundialmente descripta
[20]. Otros subtipos del genotipo 3 son altamente prevalentes en Nepal, India y Pakistan.
En Egipto se ha encontrado una gran dominancia del genotipo 4a. En Africa central se
encuentran tanto genotipos 4a como otros subtipos del genotipo 4, mientras que en
Sudafrica el genotipo 5a predomina en el 50% de todas las infecciones. El genotipo 6 se
ha encontrado principalmente en el sudeste asiatico. Estas variantes se han distribuido
ampliamente en los ultimos 50-70 afios debido a la transfusién sanguinea, al intercambio
de agujas en los usuarios de drogas inyectables y a varios procedimientos médicos
invasivos como las cirugias. Es por esto que la distribucion de los genotipos puede variar
significativamente entre los diferentes grupos poblacionales, aunque se encuentren

presentes en la misma area geografica [37].
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Figura 1.4: Distribucién mundial de los genotipos del virus de la hepatitis C.
Modificado de Kuiken C. y col., Bioinformatics, 2005 [38].

En Argentina, los genotipos que se encuentran en mayor proporcién sonel 1,2y 3
(Figura 1.5). Los subtipos predominantes para el genotipo 1 son, el 1b que esta presente
en el 30% de las infecciones y el 1a/c, presente en un 23,5%. Para el genotipo 2 se
encuentra un 23% de los subtipos 2a/c y 2b/c, mientras que el genotipo 3 sblo estan
presentes en un 8,6% de los casos, representado por los subtipos 3a/b/c/d/e. El 14,8%
restante corresponde a otras infecciones [39, 40].
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Figura 1.5: Distribucién de los genotipos del HCV en la Republica Argentina.
Modificado de Kuiken C. y col., Bioinformatics, 2005 [38].

1.1.4. Vias de transmision del HCV

La transmisién ocurre principalmente por exposicion parenteral a sangre vy
hemoderivados contaminados. Las agujas y las jeringas infectadas son los principales
vehiculos de propagacion, especialmente entre los usuarios de droga inyectables (UDI)
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donde se dan las mayores tasas de infeccion [41, 42]. La transmision del HCV por otras
vias como, contacto familiar y contacto sexual, parece ser menos eficiente que la via
parenteral [43, 44]. Si la transmisién sexual sucede, una estimacion razonable del riesgo
seria del 5%, y este riesgo parece estar asociado fundamentalmente a las mdultiples
parejas sexuales mas que a las parejas estables que son sexualmente mondégamas. La
transmision perinatal de madres infectadas a los recién nacidos, aunque es infrecuente,
también ha sido documentada [45]. En contraste con la alta eficiencia existente en la
transmision perinatal del HBV, la transmision perinatal del HCV ocurre en mujeres con
elevada viremia, riesgo que se incrementa de manera significativa cuando la madre esta
coinfectada con HIV debido a un incremento en la carga viral del HCV a consecuencia de
la inmunodepresion [43, 44]. Alrededor del 5% de los recién nacidos de madres infectadas
con el HCV se infectan al nacer [46].

Desafortunadamente no existe tratamiento que pueda prevenir este hecho. En
conjunto, las exposiciones parenteral, sexual y perinatal constituyen los factores de riesgo
identificados en la mayoria de los casos de hepatitis C. Sin embargo, existe un porcentaje
sustancial de casos (del 30 al 40%) donde la via de la infeccién no puede ser definida.

1.1.5. Efecto de los interferones

El IFN es la base del tratamiento actual tanto para pacientes monoinfectados como
coinfectados con HIV [47].

Los interferones son un grupo de proteinas y glicoproteinas de origen natural,
conocidas por poseer efectos antivirales, antiproliferativos e inmunoreguladores.
Normalmente individuos sanos no poseen elevados niveles de IFNs en circulacion. Los
IFNs aparecen en sangre en respuesta a una infeccion, a antigenos y a mitbgenos. Este
aumento de los IFNs en circulacion constituye la primera linea de defensa contra una
infeccion.

Han sido identificadas tres clases de IFNs, designados tipos I, Il y lll y clasificados
de acuerdo con la cascada de sefnales que desencadena el complejo del receptor. El IFN
tipo Il consiste Unicamente en el producto del gen del IFN-y que genera una respuesta
inmune a patégenos diferentes a los virus. A la fecha poco se conoce sobre los IFNs del
tipo Ill, aunque se sabe que regulan la respuesta antiviral y que han sido propuestos como
los ancestros de los IFNs del tipo | [48].
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Los IFNs del tipo Ill (interferén lambda [IFN-A] o interleuquinas-28/29 [IL-28/29])
fueron recientemente descubiertos. Se los ha caracterizado por poseer propiedades
similares a los IFNs tipo | [49], habiéndose demostrado ademas que utilizan la misma
cascada de senalizacion para la regulacién de la expresién de genes involucrados en
control de la replicacion viral y la proliferacién celular [50].

Los IFNs del tipo | comprenden a los IFN-a y B y son esenciales para la generacion
de una respuesta robusta contra una infeccién viral [51]. Asi, los IFNs del tipo | son las
primeras citoquinas producidas luego de la infeccion viral, lo que induce un estado
antiviral en las células vecinas dado por una regulacion positiva de los genes estimulados
por el IFN (ISGs) [51, 52].

Uno de los mecanismos de sefales antivirales mejor caracterizado de los IFNs tipo
| es el mediado por la proteina quinasa dependiente de ARNdc (PKR) [51, 53, 54]. La
union del ARNdc durante la replicacion viral altera la conformacion de la PKR, llevando a
una dimerizacion y a la activacion por autofosforilacién. Una vez activada, la PKR fosforila
la subunidad a del factor eucariético de iniciacion 2a (elF-2a), inhibiendo asi la traduccién
proteica e inhibiendo la replicacion viral [55]. No es de sorprender que muchos virus
hayan desarrollado mecanismos para evadir los efectos antivirales de PKR [56-59] (Figura
1.6).
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Figura 1.6: Mecanismo de accién del IFN y blancos de accion de las proteinas virales. El IFN
activado por antigenos virales o el ARNdc estimula la cascada de sefalizacién JAK-STAT que
induce a la transcripcion de los genes estimulados por el IFN. Estos activan a la PKR que fosforila
al elF-2a y asi se inhibe a replicacién viral. EI HCV posee proteinas (E2 y NS5A) capaces de
contrarrestar la accién de la PKR y asi escapar a la accion antiviral.

Modificado de Katze M.G y col., Nature Reviews Immunology, 2002 [58].

1.1.6. Factores inherentes al hospedador y al virus que influencian la respuesta a la

terapia basada en el uso de interferones

Aunque se han hecho considerables mejoras para el tratamiento de pacientes con
hepatitis C cronica, la terapia antiviral actual consiste en la combinacion del interferon
pegilado (peg-IFN) con el analogo de nucledsido ribavirina (RBV), que lleva a una tasa de
respuesta virolégica sostenida (RVS) en solo el 38-63% de los pacientes [60-63]. Se ha
denominado RVS a la ausencia de ARN viral detectable tras 24 semanas de finalizado el
tratamiento. La terapia consiste en la administracion subcutdnea del peg-IFN
semanalmente y RBV oral diariamente, durante 48 semanas.

El cumplimiento del tratamiento y la aparicién de efectos adversos son cruciales
para el éxito de la terapia. Los efectos secundarios mas comunes del interferén/ribavirina
son malestar general, fiebre, mialgias, dolor de cabeza, alteracion del estado de animo
(depresién, ansiedad) y hemdlisis de globulos rojos [64]; que llevan a discontinuar la
terapia en un 15-25% de los pacientes [65]

Diferentes factores pronéstico de respuesta al tratamiento con IFN han sido
descriptos a fin de disminuir el tiempo de tratamiento y mejorar la calidad de vida del
paciente. Entre ellos se destacan:

e @Género: Ha sido reportada una asociacién entre el género femenino y la
respuesta virolégica sostenida [66], aunque en algunos casos esa
asociacion no sea estadisticamente significativa [60, 61].

e FEdad: En todos los grandes estudios prospectivos de tratamiento con peg-
IFN+RBV se ha reportado que a los pacientes jévenes tiene mayor tasa de
respuesta al tratamiento, siendo los menores de 40-45 afos los que poseen
mejor prondstico de respuesta [60, 61, 66, 67].

e Diversidad genética: Estudios en tejidos hepéticos sugieren que los
pacientes no respondedores tienden a expresar grandes cantidades de I1SG

11
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como parte de la cascada de regulacién del IFN [68-70]. Recientemente ha
sido publicado que el polimorfismo genético cerca del gen IL28B, que
codifica para el interferon-A-3, esta altamente asociado con la respuesta al
tratamiento [71].

e Parametros histologicos: Un estado avanzado de fibrosis y cirrosis hepatica
ha sido asociado con baja respuesta al tratamiento basado en el interferén
[66].

e (Carga viral basal del HCV: Bajos niveles de ARN viral en plasma (<600,000—
800,000 IU/ml o menos) han sido determinados como predictores de la
respuesta virolégica sostenida, independientemente el genotipo [61, 66, 67,
72-74], asi, aquellos pacientes con bajos niveles del HCV en plasma tienen
una mayor probabilidad de responder a la terapia.

e Genotipo: El genotipo del HCV es el factor viral prondstico de respuesta a la
terapia basada en interferdbn-a mas importante en la muestra basal. En
numerosos estudios se ha demostrado que los pacientes infectados con los
genotipos 1 y 4 poseen menos probabilidades de llegar a la RVS que
aquellos infectados con otros genotipos, si son tratados durante el mismo
tiempo [61, 66, 67, 72, 74]. Las tasas de respuesta de pacientes infectados
con el genotipo 1 van del 41% al 52%, luego de 48 semanas de peg-
IFN+RBV, mientras que para los genotipos 2 y 3 las tasas son del 76-84%
[60, 75].

e Cinética viral: Una respuesta viral rapida (RVR) determinada como la
ausencia de ARN en plasma a la cuarta semana de tratamiento es uno de
los factores prondsticos mas importantes de RVS, siendo de un 86-100%,
independientemente del genotipo [76, 77]. La ausencia de una respuesta
viral temprana (RVT), definida como la caida en 2 o0 mas Log1 de la carga
viral o ARN indetectable a la semana 12 de tratamiento, mostré6 una
probabilidad de alcanzar una RVS de 0-3%, llevando a la suspensién de la
terapia [60, 78]. Aquellos pacientes que hayan continuado el tratamiento y
que posean ARN detectable a la semana 24, poseen un 98-100% de
posibilidades de fallar al mismo [61, 78, 79].

Con el tratamiento estandar de la hepatitis C crénica, la combinacion de interferdn
pegilado alfa y ribavirina, las tasas de respuesta viroldgica sostenida se puede lograr, tan
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s6lo en aproximadamente el 50% de los pacientes. Una mejor comprensién del ciclo de
replicacion del virus ha llevado a la identificacion de numerosos blancos potenciales de
accion directa de nuevos compuestos antivirales. Los inhibidores de la proteasa NS3/4A
son actualmente los mas avanzados en desarrollo clinico. Recientemente se completaron
estudios en fase Il de los dos inhibidores de la proteasa telapreviry boceprevir. Cada uno
se administra en combinacion con el tratamiento estandar de peg-IFN+RBV, obteniéndose
tasas de RVS en pacientes con infeccion del HCV de genotipo 1 en el rango de 66-75%
en pacientes sin tratamiento previo y el 59-66% en pacientes tratados con anterioridad
[80].

Los inhibidores de la proteina NS5A del HCV y de la polimerasa NS5B son
potencialmente activos a través de diferentes genotipos del HCV y han mostrado
prometedora eficacia antiviral en los primeros estudios clinicos [81, 82].

Si bien la mejora de las actuales terapias para el HCV también se estan
desarrollando, las esperanzas futuras dependen de la combinacién de antivirales de
accion directa, con la posibilidad eventual de excluir al IFN en la terapia [83].

1.1.7._Escape del HCV a los efectores antivirales inducidos por peqg-IFN+RBV

Se han llevado a cabo diferentes estudios tendientes a explicar la resistencia del
genotipo 1 a la terapia basada en IFN [84]. Una fuerte correlacién ha sido exhibida entre
el numero de mutaciones dentro de la regién carboxilo terminal de la NS5A, que abarca
desde el coddon 2209 hasta el 2248, y denominada por tal asociacion como “regién
determinante de la sensibilidad al interferon (ISDR)” (Figura 1.7), y la respuesta a la
terapia por IFN. Asi, ningun paciente infectado con virus HCV del “tipo salvaje” en su
secuencia ISDR respondié a la terapia basada en IFN, mientras que todos aquellos
infectados con el “tipo mutante” del virus (definido por la presencia de 4 o mas
sustituciones aminoacidicas en ISDR) mostraron una RVS [85]. A pesar de algunos
hallazgos controversiales reportados particularmente en Europa y EE.UU [85, 86], la ISDR
provee una importante clave sobre un potencial mecanismo especifico por el cual
genotipos especificos del HCV podrian escapar a la respuesta inducida por el IFN.
Basado en la expresion heteréloga de NS5A en cultivo celular y sistemas in vitro, fue
demostrada la capacidad de interactuar e inhibir a la PKR celular (Figura 1.6). La
capacidad de NS5A de unirse a la PKR requiere aparentemente de la ISDR como asi
también de los 26 aminoacidos adyacentes (es decir desde 2209 a 2274) [87-89].

13



Introduccion

En modo semejante, mas cambios aminoacidicos fueron observados en
aislamientos del HCV genotipo 1, de pacientes respondedores al IFN, estando ellos
concentrados en dos regiones variables en el extremo carboxilo terminal de NS5A. Las
dos regiones variables corresponden a dos previamente descriptas, V3 (situada cercana a
la sefal de localizacién nuclear -345 a 362- y a la regidn rica en prolina -PRR, 310-354-) y

una nueva regién variable (310 a 330) [90].

Proteina NS5A del HCV (aminoacidos 1973-2419
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Figura 1.7: Proteina NS5A con sus putativas regiones funcionales. ISDR, region determinante de
sensibilidad al interferén; ph, sitio de fosforilacién; NLS, sefal de localizacién nuclear.
Modificado de Hoffman W. P. y col, Journal of Clinical Virology, 2004 [91].

Basado en hallazgos previos in vitro producto de trabajos con replicones sub-
genomicos del HCV, la presencia de mutaciones definidas en la regiébn NS5A facilitarian la
replicacion viral [92].

En modo semejante, la glicoproteina de envoltura E2 presenta una regiéon con
homologia por el sitio de fosforilacién al factor eucaridtico de iniciacion 2a o “PePHD”
(Figura 1.8), que actuaria ofreciéndose a la PKR como sustrato alternativo de
fosforilacién, permitiendo que la sintesis proteica prosiga (Figura 1.6). Esta estrategia ha
sido postulada en modo restrictivo al genotipo 1 [85].
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Figura 1.8: Proteina E2 y regiones con funciones diferenciales, PePHD: dominio homdlogo a
elF2a de fosforilacién por PKR.
Modificado de Hoffman W. P. y col, Journal of Clinical Virology, 2004 [91].

1.1.8. Compartimentalizacion del HCV

A pesar que los hepatocitos son considerados como el principal blanco celular de
replicacion del HCV, ensayos clinicos y experimentales indican que el virus también
infecta y se replica en células de otros 6rganos, especialmente del sistema inmune [93-
95]. De esta manera, el HCV puede efectivamente beneficiarse de uno de los
mecanismos mas eficaces para establecerse a largo plazo, como se ha documentado
para otros virus, igualmente capaces de inducir las infecciones persistentes [96-98].

Por purificaciones de afinidad se observo que el HCV podia infectar diferentes tipos
celulares dentro de las células mononucleares de sangre periférica (CMSP), como por
ejemplo las células linfoides T CD4 + y CD8 +, células linfoides B, monocitos vy
macréfagos [99].

La existencia de un reservorio viral podria estar implicada en recurrencias durante
la hepatitis crénica, tanto después del tratamiento antiviral, aparentemente con éxito,
como después de un trasplante de higado debido a la cirrosis causada por el HCV [100].
En cuanto a la recurrencia de la hepatitis crénica, se observa que un nimero significativo
de pacientes, tratados con interferén, inicialmente alcanzan niveles indetectables de ARN
en plasma, pero recaen ya sea durante o después del tratamiento. Uno de los
mecanismos propuestos para la recaida es que las CMSP sirven como reservorio viral de
cepas resistentes al IFN. En algunos estudios se ha sugerido que la infeccion de las
CMSP podria ser considerado como un factor prondstico negativo con respecto a la
respuesta de los pacientes [101-104].

Se ha postulado que factores virales podrian influenciar el tropismo viral. Asi, un
estudio reciente mostré que una proporcion significativa de pacientes con hepatitis C es
coinfectado por dos o mas variantes del HCV con distintas secuencias en el sitio interno
de entrada al ribosoma (IRES), dentro de la region 5°'UTR, y que poseian diferente
tropismo celular. Asi, esta compartimentalizacion podria ser un fuerte predictor
independiente de la eficacia del tratamiento [105]. En este sentido, se han descripto tres
mutaciones puntuales (G107A, C204A y G243A) en la regién 5°'UTR, que favorecerian la

replicacion del HCV en células linfoideas [106, 107]. El estudio de estas mutaciones en
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aislamientos de plasma podria predecir la infeccion de las CMSP vy la posible respuesta

ante la terapia IFN-basada.

1.2 Virus de la Inmunodeficiencia Humana

1.2.1 Caracteristicas generales

La infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana (HIV) y su estadio final, el
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (sida), se han convertido en el mayor desafio de
la salud publica de los tiempos modernos, con mas de 25 millones de personas fallecidas
y mas de 33 millones de personas viviendo con HIV/sida, la mayoria de ellos sin acceso al
tratamiento [108].

Hasta el momento se han descripto dos tipos del virus, HIV-1 y HIV-2, ambos
asociados al sida. La infeccion por el HIV-1 se distribuye mundialmente, mientras que la
infeccion por el HIV-2 se encuentra circunscripta a la regién sur del Sahara de Africa [109,
110].

Se puede clasificar al HIV-1 en tres grupos, M, N y O. El grupo M, incluye al menos
9 subtipos y 125 formas recombinantes intersubtipo [111].

Hoy en dia no hay regiones en el mundo que no hayan sido afectadas por esta
pandemia (Figura 1.9).
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Figura 1.9: Mapa mundial de prevalencia de HIV en 2009 (de Reporie de epidemia mundial de
sida 2010) [112].

Segun estimaciones, el numero de personas fallecidas a causa de enfermedades
relacionadas a sida esta disminuyendo desde 2004, fendmeno éste que esta relacionado

con el acceso a terapia antirretroviral y al cuidado de las personas que viven con HIV.
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En América latina y el Caribe hay aproximadamente 2,1 millones de nifios y adultos
viviendo con HIV, de los cuales 233.000 son nuevas infecciones y al menos 90.000
fallecieron a causa del sida [112].

Las estimaciones realizadas en el ano 2008 en forma conjunta entre ONUSIDA,
OMS vy la Direcciéon de Sida y ETS del Ministerio de Salud de la Nacién muestran que
aproximadamente 130.000 personas viven con HIV/sida en Argentina, de las cuales un
50% desconocerian su situacion seroldgica.

En la Argentina existe una epidemia concentrada ya que la prevalencia en la
poblaciéon general es del 0,4% mientras que en determinados grupos vulnerables la
misma supera el 5%; 12% entre homosexuales y otros hombres que tienen sexo con
hombres, 7% entre usuarios de drogas, 5% entre trabajadores/as sexuales, 34% entre
personas travestis-transexuales.

Las vias de transmisién del HIV se encuentran bien definidas habiendo sido
descriptas las vias sexual, parenteral y vertical. Las relaciones sexuales no protegidas son
la ruta més importante de transmision del HIV. Existen tres formas de transmision sexual:
vaginal, anal y oral. Esta via de transmisién se puede dar entre relaciones heterosexuales,
en relaciones de hombres que tienen sexo con hombres y, excepcionalmente, entre
mujeres. El sexo anal receptivo es considerado el de mayor riesgo de infecciéon [113].
También han sido descripto casos de transmisidn a través de sexo oral no protegido [114],
siendo ésta una via de transmision menos eficaz que las relaciones vaginales o anales
[115]. Cuanto menor es la carga viral del HIV en los diferentes fluidos organicos menor es
la posibilidad de transmisién de la infeccidon. Inversamente cuanto mayor es la carga viral,
mayor es el riesgo de infeccién [116].

Diversos mecanismos estan implicados en la transmision del HIV por via
parenteral: inoculacién de sangre o hemoderivados infectados, trasplante de 6rganos
desde un donante infectado y maniobras con instrumentos corto-punzantes, entre los que
se incluyen la practica de compartir jeringas entre usuarios de drogas inyectables y los
accidentes del personal de salud. El riesgo de contagio aumenta concomitantemente con
el nimero de exposiciones, de tal forma que los usuarios de drogas inyectables presentan
mayor riesgo segun la intensidad de la drogadiccién, del intercambio de jeringas usadas y
del numero de companeros con los que se comparten [117]. Las transfusiones de sangre,
en el caso de estar contaminadas por HIV, tendrian una eficiencia de infecciéon del
receptor en mas del 60%-95% de los casos [118]
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La transmisidon madre-hijo puede producirse durante la gestacion, el parto (75%) o
en el amamantamiento (10-15%). Actualmente, la transmision vertical ocurre de manera
infrecuente en los paises desarrollados. Con el tratamiento antirretroviral, la cesarea y la
evitacion de la lactancia se han conseguido tasas de transmision muy bajas [119].

Los niveles de carga viral pueden predecir el riesgo de transmision y los niveles
mas altos se detectan durante la infeccion aguda y en estados avanzados de la
enfermedad producida por el HIV-1. Aun més, co-infecciones con otros agentes de
transmision sexual pueden incrementar la carga viral de HIV-1 a niveles similares a los

observados en las infecciones agudas.

1.2.2 Historia natural de la infeccion

Desde un punto de vista clinico-viroldgico pueden distinguirse las siguientes fases
en la historia natural de la infeccion por HIV:

e Infeccidén primaria, fase aguda o primoinfeccion y seroconversién: A partir del

momento del contagio el virus se disemina rapidamente a través del organismo
invadiendo multiples 6rganos, principalmente los sistemas linfatico y nervioso. A las
2-6 semanas de la inoculacién la mayoria de los pacientes tienen una carga viral
muy elevada en el plasma, encontrandose infectados una gran proporcion de los
linfocitos CD4+ (LT-CD4+). En mas del 50% de los casos, en este momento
aparecen los signos y sintomas con manifestaciones similares a las de la
mononucleosis infecciosa [120]. Este cuadro desaparece espontdneamente en el
plazo de 2 o 3 semanas, quedando posteriormente el paciente asintomatico
durante varios anos [121]. Entre las 4 y las 12 semanas desde la inoculacién se
detectan anticuerpos anti-HIV especificos, siendo éstos de dudosa actividad
neutralizante, y comienzan a aumentar los niveles linfocitos T CD8+ (LT-CD8+)
[122]. Luego de aproximadamente 6 meses de la infeccion, los niveles plasmaticos
de viremia, alcanzan un estado de equilibrio (“set point”). Los LT-CD8+ son criticos
para alcanzar ese equilibrio y enlentecer la disminucién continua del
compartimiento de LT-CD4+ [123].

e Latencia clinica: La infeccion aguda es seguida por un periodo de infeccidon

asintoméatica donde los pacientes generalmente no presentan signos positivos en el
examen fisico, a excepcion de linfoadenopatias [124]. La carga viral en CMSP es
relativamente baja en este momento y va aumentando a medida que la enfermedad
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progresa con la disrupcién de la arquitectura de los ganglios linfaticos. Durante esta
etapa persiste una elevada actividad replicativa del virus, produciéndose
diariamente 10°-10'° particulas virales [125].

e Infeccidn temprana sintomatica: Esta etapa de la infeccion es conocida como

“Clase B” segun la clasificacion de 1993 del CDC. Comprende manifestaciones
clinicas que denotan progresién de la enfermedad, pero que por si solas no

clasifican al paciente como enfermo de sida.

e Sida: En esta etapa se produce un incremento de la actividad replicativa del virus.
El sistema inmune es incapaz de reponer los LT-CD4+ destruidos. También hay un
descenso importante de la actividad citotoxica anti-HIV [126]. Clinicamente, los
pacientes presentan una grave alteracion del estado general e infecciones
oportunistas junto a un marcado descenso de los LT-CD4+ (<200 cel/ml).

1.2.3 Tratamiento antirretroviral

El tratamiento antirretroviral es la mejor opcidn para la supresion de la replicacion
viral y, subsecuentemente, para la reduccién de la mortalidad y la morbilidad. Sin
embargo, las drogas desarrolladas hasta el momento son incapaces de erradicar la
infeccidn por el HIV-1, con lo cual es necesario mantener el tratamiento de por vida.

En la mayoria de los pacientes se necesita la aplicacién de tres 0 mas drogas
combinadas. Esta combinacion de potentes agentes antirretrovirales permite la supresion
de la replicacién viral hasta niveles tan bajos que la aparicion de variantes resistentes
permanecen retrasadas. Como consecuencia de esto, el numero de linfocitos T CD4+ se
incrementa, llevando al sistema inmune a un grado tal que es capaz de revertir el estado
aparente de inmunosupresion.

En paralelo con el incremento de la supervivencia de los individuos infectados por
el HIV a consecuencia del uso del tratamiento antirretroviral de gran actividad (HAART),
se ha producido un aumento de las muertes por causa hepatica, tanto por cirrosis como
por carcinoma hepatocelular, entre los individuos coinfectados con HBV y HCV [127]. Es
asi que la hepatopatia crénica por el HCV y las complicaciones asociadas a dicha
infeccion suponen una importante causa de morbi-mortalidad en la poblacion HIV
seropositiva [86]. Algunos autores han constatado que, en el momento actual, la
enfermedad hepatica terminal constituye la primera causa de ingreso hospitalario y
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muerte en estos pacientes [128, 129]. En consecuencia, para aumentar la supervivencia y
mejorar la calidad de vida de los pacientes infectados por el HIV, el estudio de la infeccion
por el virus de la hepatitis C en dichos pacientes ha adquirido gran importancia.

1.3 Coinfeccion HIV-HCV

1.3.1. Caracteristicas de la coinfeccion

El HCV puede transmitirse por via sexual, vertical y percutanea tras exposicién a
sangre, siendo ésta la via mas eficaz. Como se explicd anteriormente, el HIV presenta
similares vias de contagio y esto condiciona que exista una alta tasa de prevalencia de
coinfecciéon HIV-HCV, oscilando entre el 15 y el 40% de acuerdo a la zona geografica y
hasta el 90% en subgrupos de pacientes con antecedentes de adiccion a drogas por via
parenteral o hemofilicos [130, 131].

El virus de la hepatitis C es aproximadamente 10 veces mas infectivo que el HIV
tras la exposicion percutanea accidental, observando la seroconversién en 15-30 casos
de cada mil exposiciones [132]. La transmisién sexual (tanto homosexual como
heterosexual) del HCV en las parejas estables es poco frecuente aunque parece que en
los individuos HIV seropositivos es algo superior (3%) [133]. La transmision vertical del
HCV en las pacientes monoinfectadas es del 2-5%, mientras que entre las pacientes HIV
seropositivas este porcentaje se eleva al 10-12%. Para algunos autores este incremento
se relacionaria con los niveles plasmaticos de carga viral del HCV y el consumo de drogas
inyectables [13, 111].

La hepatitis crénica causada por el HCV es una de las principales causas de
morbilidad y mortalidad en los individuos infectados por HIV en los paises desarrollados,
especialmente en areas donde la prevalencia de adiccion a drogas por via parenteral es
elevada. Esta relevancia clinica de la hepatopatia crénica se debe a la drastica reduccién
en la incidencia de infecciones oportunistas merced a disponerse de la terapia
antirretroviral [127, 134, 135], asi como a la rgpida evolucién a cirrosis en los pacientes
HIV-HCV coinfectados y al mayor riesgo de toxicidad hepatica del HAART en pacientes
con hepatitis cronica C.

Los niveles de ARN del HCV, tanto en plasma como en tejido hepatico son
significativamente mayores en pacientes HIV-HCV coinfectados que en pacientes HCV
monoinfectados [136]. Esto podria deberse al hecho que en pacientes infectados con el
HIV, el HCV no sélo replica en hepatocitos, sino también en células linfoideas [137]. La
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capacidad de las células linfoideas de servir como un reservorio extra-hepatico para la
replicacion del HCV explican el hecho que las personas coinfectadas con el HIV tengan
un aumento en los niveles de carga viral luego de la seroconversion, dado que el HCV
promueve la activacion de las células linfoides contribuyendo al escenario de
hiperestimulaciéon que favorece la replicacién del HIV.

La coexistencia de la infeccién por HIV y HCV en un mismo individuo crea
complejas interacciones, cambiando la historia natural de ambas infecciones, siendo asi
que entre un 15-20% de los pacientes monoinfectados por el HCV presentan una tasa
espontanea de limitacion de la infeccion, mientras que algunos autores han reportado que
esta aclaracion es detectada en un 5-10% de los pacientes HIV-HCV coinfectados [138,
139]. Las infecciones oportunistas, la coinfeccion con otros virus hepatotropos, el uso de
drogas hepatotrépicas (como la terapia antirretroviral) y el abuso del alcohol son factores
que contribuyen a acelerar la disfuncidén hepatica en los pacientes HIV positivos.

En los pacientes que reciben HAART, la hepatitis cronica progresa mas lentamente
que en aquéllos con alta replicacion del HIV e inmunosupresion grave. De modo contrario,
la activacion inmune persistente que ocasiona la infeccién crénica por el HCV parece
facilitar la transcripcién del HIV en los linfocitos T, provocando una destruccién mas rapida
de los mismos.

Existen datos discordantes en cuanto al efecto del HCV en la evolucién de la
infeccion crénica por el HIV. Mientras que algunos autores han observado una menor
tolerancia y eficacia del tratamiento antirretroviral, asi como una mayor tasa de progresion
a sida y muerte [140], otros autores observaron que el impacto del HCV seria minimo e
irrelevante en el curso clinico de la infeccion por el HIV [15].

El virus de la hepatitis C podria actuar como co-factor en la progresion de la
enfermedad causada por el HIV a través de varios mecanismos. Primero, la estimulacion
inmune causada por la infeccion crénica del HCV podria aumentar la replicacién del HIV.
Segundo, la infeccion de células inmunes por el HCV puede favorecer la deplecién de
células T CD4+ y de esta forma empeorar la recuperacién de aquellos pacientes bajo
HAART. Tercero, el HCV podria comprometer los beneficios de las drogas
antirretrovirales debido a una mayor incidencia a la toxicidad hepatica, lo que causaria la
discontinuacion del tratamiento [141].

La coinfeccion por el HCV se ha relacionado con el aumento de la toxicidad
hepatica asociada al HAART y aunque se desconocen los mecanismos implicados
exactos parecen estar involucrados factores virales propios [124], un descenso en el
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metabolismo, fendbmenos de reconstitucion inmunologica [22] y un aumento de la
disfuncién mitocondrial [142].

El 15% de los pacientes coinfectados que inician HAART deben suspender el
tratamiento por toxicidad hepatica [143]. Este riesgo es mayor en pacientes que presentan
el genotipo 3 del HCV, que se asocia con mayor esteatosis hepatica. Aunque la mayor
parte de la toxicidad hepética es asintomatica, se han descripto casos de fallo hepatico
agudo [144].

1.3.2. Resistencia a la terapia con IFN en la coinfeccion

La combinacion del peg-IFN+RBV es actualmente el tratamiento de referencia para
aquellos pacientes coinfectados con HCV y HIV [47]. En un estudio clinico multinacional,
randomizado (AIDS PEGASYS Ribavirin International Co-infection Trial: APRICOT) se
demostrd que la tasa de respuesta viral sostenida era significativamente mayor (p<0.001)
en pacientes coinfectados tratados con peg-IFN alfa-2a y ribavirina respecto de aquellos
s6lo tratados con peg-IFN como monoterapia (20%) o con interferon-alfa y ribavirina
(12%). Esto condujo a la aprobacion de la primera combinacién en EE.UU. y Europa para
su uso en la coinfeccién HIV-HCV [145]. Sin embargo, esta estrategia terapéutica no es
efectiva en todos los pacientes considerando la compleja patogénesis de ambas
infecciones y las potenciales interacciones entre las drogas.

El estudio clinico multinacional APRICOT mostré que el peg-IFN alfa-2a mas
ribavirina es eficaz para el tratamiento de la coinfecciéon HIV-HCV, disminuyendo el riesgo
de cirrosis y mejorando la calidad de vida de los pacientes [145]. Sin embargo, aunque el
tratamiento con peg-IFN representa un avance significativo para los pacientes
coinfectados, resulta mas oneroso que aquel basado en IFN no pegilado.

Los datos disponibles muestran que la tasa de RVS en personas coinfectadas
tratadas con peg-IFN+RBV es aun menor que en pacientes monoinfectados [146]. En
razon de ello hay un enorme interés en determinar las bases moleculares de la falta de
respuesta del HCV, lo cual puede proveer herramientas para mejorar las modalidades
terapéuticas.

La heterogeneidad de cuasiespecies del HCV en pacientes coinfectados con HIV
bajo HAART podria divergir segun el éxito terapéutico, tendiendo a incrementarse en
pacientes respondedores [147, 148]. Como consecuencia, aquellos factores predictivos
relacionados a la heterogeneidad del HCV podrian estar directamente modificados.
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En personas infectadas con HIV, el virus C aumenta la tasa infeccién en las células
del sistema inmunoldgico [137, 146, 149], lo cual refuerza la posibilidad de interacciones
directas entre los dos patdgenos. Poco es lo que se conoce respecto del rol que
desempefan los factores prondsticos de respuesta terapéutica que son de utilidad ante la
monoinfeccion por HCV cuando HIV esta también presente.

Considerando que la prevalencia de la coinfeccion es elevada entre usuarios de
drogas inyectables, pudiendo exponerse a multiples fuentes de contagio (y eventualmente
de diferentes genotipos del HCV) mientras comparten agujas, se podria generar un
escenario propicio que promueva cambios en la epidemiologia molecular del HCV, lo cual
conllevaria cambios en la respuesta a la terapia con IFN. La relacion entre el genotipo del
HCV vy la progresion de la infeccién por HIV no es clara a pesar que estudios preliminares
sugieren que dicho factor viral podria influenciar la historia natural de la coinfeccion [132].

Contribuyendo en la misma direccién, la infeccién por HIV a través de la induccion
de antagonistas de los interferones perturba la respuesta inmune antiviral innata que de
otro modo podria inhibir la replicacién del HCV, haciendo que algunos blancos celulares
resulten mas susceptibles a la infeccién por HCV [146].

Definir el rol de parametros virales seleccionados que permitan la identificacion de
respondedores y no-respondedores al peg-IFN+RBV previo al establecimiento del
tratamiento serd imperativo al momento de tomar decisiones individuales relativas al

tratamiento.
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2. Objetivo principal

Caracterizar a nivel genémico los factores virologicos del virus de la hepatitis C
(HCV) asociados a resistencia al interferdn en pacientes coinfectados con HIV.

2.1. Hipétesis principal

El HCV y el HIV comparten las mismas vias de transmision, lo que lleva a una
elevada tasa de coinfeccion.

Los distintos genotipos del HCV presentan diferentes tasas de respuesta al
tratamiento basado en el interferén, siendo los genotipos 1 y 4 los que exhiben peor
respuesta. Ademas, la coinfeccion con HIV baja aun mas estas tasas de respuesta. A su
vez, ha sido reportado que el genotipo mas prevalente a nivel mundial es el 1 y que el
genotipo 4 ha ido incrementando su distribucién, observandose cada vez mas reportes
sobre la prevalencia de este genotipo en distintas regiones del mundo.

La presencia de un menor control inmunolégico ante la infeccién con HIV, permite
inferir que la replicacion del HCV se encuentre favorecida. Ademas, factores virologicos
asociados a la resistencia a la terapia con peg-IFN+RBV, tales como variantes virales que
exhiban proteinas NS5A y E2 capaces de contrarrestar efectos antivirales IFN-mediados,
podrian sustentar una peor respuesta al tratamiento en los pacientes coinfectados con
HIV.

Caracterizar a nivel gendmico las regiones reguladoras del HCV de los pacientes
que responden y no responden al tratamiento antiviral y su evaluacion como marcador
prondstico de respuesta podria contribuir a ajustar el tiempo de tratamiento, mejorando la
calidad de vida de los pacientes con HCV coinfectados con HIV.

Este proyecto involucra ademas objetivos particulares, a saber:

(i) Estudiar las relaciones filogenéticas entre pacientes infectados con los
genotipos 1ay 4 del HCV.

(ii) Analizar el impacto de las mutaciones en regiones gendmicas asociadas a
resistencia antiviral, (codificantes de las proteinas no-estructural 5A -NS5A- v,
de la glicoproteina de envoltura 2 —E2-) como elemento prondstico de respuesta
sostenida a la terapia antiviral interferon-basada
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(i)

(iv)

Estudiar la complejidad y evolucion de las cuasiespecies virales del HCV antes,

durante y después del tratamiento antiviral.
Examinar la presencia de correlaciones entre factores viroldgicos del HCV

(genotipo, carga viral, nivel de heterogeneidad de cuasiespecies), y status

inmune (niveles de linfocitos T CD4+) del hospedador infectado con HIV-1.
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3. Materiales y Métodos

Las muestras analizadas en esta tesis provienen de voluntarios que fueron
especificamente convocados para los distintos estudios. El registro de muestras se realiz6
mediante la asignacion de un codigo conformado por las iniciales del apellido y del
nombre junto a la fecha de nacimiento. En todos los casos se obtuvo la firma del
consentimiento de cada participante y se mantuvo la confidencialidad de toda la
informacion recolectada, como asi también de los resultados de laboratorio obtenidos de
acuerdo a las recomendaciones internacionales y la legislacién vigente (Ley 23.798
Nacional de Sida y su Decreto Reglamentario). En ningln caso se registré o almacendé
informacion que contuviera los nombres o numero de documento de los participantes y se
siguieron estrictamente las pautas éticas internacionales recomendadas para estudios
epidemioldgicos [142].

En la Figura 3.1 se muestra un organigrama de los procedimientos involucrados en
este trabajo incluyendo los objetivos particulares de estudio, el tamafio de la poblacion
estudiada y las metodologias aplicadas en cada caso.
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3.1. Distribuciéon de genotipos del HCV en pacientes infectados por HIV. Relacion
con los niveles de carga viral plasmatica.

Los objetivos descriptos se cumplieron luego de confeccionar una base de datos de
los pacientes HIV seropositivos que asisten al Centro Nacional de Referencia para el
SIDA (CNRS), Departamento de Microbiologia, Facultad de Medicina, Universidad de
Buenos Aires, a realizarse estudios por prescripcion médica de pesquisa de viremia,
genotipificacion y/o carga viral plasmatica del HCV. Todos los pacientes asistidos en esta
institucién se encuentran, a su vez, coinfectados con el HIV. Un total de 221 pacientes
fueron analizados.

Desde dicha base de datos fue posible identificar diferentes grupos de pacientes
que constituyeron las poblaciones bajo estudio para dar respuesta a los objetivos
planteados. Asi se formaron cuatro cohortes de pacientes, dos para cada analisis de
epidemiologia molecular, una para el analisis de mutaciones en regiones gendémicas del
HCV asociadas a la respuesta al IFN y una poblacién para la evolucién molecular del HCV
durante el tratamiento (Figura 3.1).

Los cuatro estudios contaron con la aprobacion del comité de ética de la Catedra
de Humanidades Médicas, Facultad de Medicina, Universidad de Buenos Aires y con el
consentimiento de los pacientes antes de su realizacion.

Para los analisis estadisticos se utiliz6 Student t-test. Todos los analisis
estadisticos se realizaron con el programa SPSS para Windows versién 13.0 (SPSS Inc,
Chicago, USA). Un valor de p de 2 colas menor a 0.05 se consideré como

estadisticamente significativo.

3.2. Epidemiologia molecular del HCV genotipo 4

En una actualizacion de la base de datos de pacientes que asistieron al CNRS para
realizar analisis de genotipo del HCV durante Abril del 2008 y Mayo del 2010 (un total de
383 pacientes), se observé un elevado numero de pacientes HIV positivos coinfectados
con el genotipo 4 del HCV. En la tabla 3.1 se muestra la distribucién de genotipos, el
promedio de carga viral del HCV, la proporcién de hombres y mujeres y la edad promedio
de los pacientes infectados con cada subtipo. A los 14 aislamientos caracterizados como
genotipo 4 se agregaron 4 mas previamente obtenidos, pero no caracterizadas a nivel
molecular, de la base de datos explicada en el punto 3.1, dando asi un total de 18
aislamientos para analizar.
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Tabla 3.1: Distribucién de genotipos y datos demograficos de los pacientes incluidos en el

estudio.
Genotipo HCV 1 2 3 4 Mixto
N=383 (%) 281 (73.4) 8(2.1) 67 (17.%) 14 (3.¢) 13 (3.
promedio de CV-HCV o o0 | 5 59 5.3 5.49 5.39
(Log Ul/mi)
Mujeres/Hombres 91/190 1/7 23/44 717 1/12
Edad Promedio (afios 42.71 65 43.4 45.5 41

Extraccion del ARN
La extraccion del ARN de todas las muestras de los pacientes con serologia

reactiva para el HCV, previamente caracterizadas como genotipo 4 por medio de métodos
comerciales, se llevd a cabo a partir de 200 pl de plasma, siguiendo las instrucciones del
método comercial utilizado (TRIzol, Invitrogen, USA). El producto obtenido se resuspendi6

en 25yl de agua, libre de enzimas que degradan al ARN.

Ensayo de retrotranscripcion (RT)

El ensayo se realizé en dos etapas. En la primera, se incubd al ARN (8 ul del
producto de extraccion) con los primers especificos (0,4 pmol/ul) para la regién genémica
a amplificar (NS5B), y los dNTPs (10mM), a una temperatura de 65°C durante 5 minutos.
Esta etapa se llevd a cabo con el fin de linealizar al ARN (desnaturalizar la estructura
secundaria) para que la hibridacién de los primers y los dNTPs sea mas eficiente. En la
segunda etapa, se mezcld el producto obtenido con 200 unidades de la transcriptasa
reversa del virus de la leucemia murina (M-MLV RT) (Invitrogen, USA) por reaccion y 40
unidades de un inhibidor de RNAsas (RNase Out Recombinant Ribonuclease Inhibitor,
Invitrogen, USA) por reaccion, mas 4 pul del buffer estandar 5X. La reaccion de
retrotranscripcion se llevd a cabo durante 60 minutos a 37°C tras los cuales se inactivé a
94°C durante 15 minutos para desnaturalizar la transcriptasa reversa que podria inhibir la
posterior amplificacién mediada por la Taq polimerasa.
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Reacciones de PCR

A partir de 5 ul del ADNc obtenido se produjo la amplificacion de la region NS5B de
la siguiente manera: 1 U de Tag DNA Polimerasa Recombinante (Invitrogen, USA), 5 ul de
buffer 10X sin Mg, 1,5 mM de MgCl,, 10 mM de dNTPs, 0,4 pmol/pl de cada primer mas el
volumen adecuado de agua tridestilada estéril para alcanzar un volumen final de reaccion
de 50 pl.

Los tiempos de ciclado fueron los siguientes:
(1 ciclo) 94° 90s
(5 ciclos) 94° 30s=>» 64°45s 272° 1m
(30 ciclos) 94° 30s = 64° caida de 0.5° cada ciclo 45s =272° 1m
(5 ciclos) 94° 30s=>» 48°45s=> 72°1m
(1 ciclo) 72° 10m

Los primers utilizados fueron previamente descriptos [150].

Forward: 5" TAT GAY ACCCGC TGYTTT GACTC 3°
Reverse: 5" GCN GAR TAY CTVGTC ATAGCC TC 3

Sequnda amplificacion (nested- PCR)

A partir del producto de primera amplificacion por PCR, se realizé una segunda
ronda de amplificacién (PCR anidada o nested PCR), para optimizar tanto la sensibilidad
de deteccién como la especificidad de la regién gendmica de interés. Posteriormente, los
productos obtenidos se visualizaron en geles de agarosa al 1,5%, teiidos con bromuro de
etidio.

Las mismas condiciones para la reacciéon de PCR se utilizaron para realizar la

nested-PCR, con la Unica excepcién de los primers:

Forward: 5" TGG GGA TCC CGT ATG ATA CCC GCT GCT TTG A 3’
Reverse: 5" GGC GGA ATT CCT GGT CAT AGC CTC CGT GAA 3’

El tamano del producto de amplificado es de 401pb.
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Secuenciacion nucleotidica

Se realizd una secuenciacion directa y automatica, en ambos sentidos (Applied
Biosystems 3100 DNA Sequencer) de la region NS5B utilizandose 1 pl de BDT, 1,5 pl de
Buffer 5x, 1 pl de ADN y una concentracién 4 uM de cada primer, llegando a un volumen
final de 10 pl por muestra.

La ediciébn de las secuencias se llevd a cabo mediante el uso del programa
Sequencer v.4.10.1 (Gene Codes). Las secuencias de referencias de cada regién y de los
diferentes genotipos se obtuvieron de GenBank [151]. Los multiples alineamientos de las
secuencias se realizaron mediante el programa Mafft [152, 153].

Analisis Filogenético

Se obtuvieron secuencias de referencia de distintas bases de datos del HCV de los
diferentes genotipos y subtipos del HCV, principalmente de los subtipos del genotipo 4
[38, 154]. El alineamiento de las secuencias se realiz6 con el programa Mafft [152, 153].

Dos sets de datos se utilizaron para realizar los andlisis filogenéticos. El primero
incluyendo 407 secuencias, se analizd por técnicas de Maxima Parsimonia y Maxima
Verosimilitud. El segundo set incluia 117 secuencias y fue analizado mediante inferencia
Bayesiana. El niumero de secuencias es menor en el segundo set debido a que fue el
mayor numero de secuencias que se pudo analizar mediante inferencias Bayesianas.

Para los métodos probabilisticos (Maxima Verosimilitud y Analisis Bayesianos) se
infirié el modelo de sustitucién y de evolucién molecular estimado de acuerdo al criterio de
Akaike, mediante la utilizacion del programa JModelTest [155]. Este analisis indicé que el
Tiempo General Reversible mas una proporcién cadenas invariantes y un determinado
valor en la heterogeneidad de la velocidad de cambios de nucleotidicos o valor Gamma
(GTR+I1+G) era el modelo de evolucion molecular que permite el ajuste éptimo para el
estudio de las secuencias de los diferentes grupos de datos.

Maxima Verosimilitud

Los arboles por Maxima Verosimilitud se infirieron con el programa PhyML versidn
3.0 [156] partiendo de un arbol inicial generado por neighbor joining (NJ) y reordenado,
luego, por medio del intercambio de ramas con el vecino mas cercano (NNI) y del podado
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y rearreglo de sub-arboles (SPR), con el fin de hallar el arbol éptimo dentro del espacio de
busqueda.

Analisis Bayesiano

El analisis Bayesiano se realizé con el programa MrBayes [157]. Este analisis se
corrié dos veces en forma independiente utilizando Cadenas de Markov de Monte Carlo
acoplada a Metropolis (MCMCMC) que mejora la capacidad de busqueda de los arboles
de las cadenas de Markov [157]. Se realizaron 10° generaciones de las Cadenas de
Markov de Monte Carlo (MCMC) y se tomaron muestras con una frecuencia de 100
generaciones. Se utilizaron 8 cadenas de Markov calientes, con aumento de su
temperatura segun la calibracion por defecto del programa. Diez intentos de cambio de
estado entre las cadenas frias y calientes se realizaron cada 10 generaciones. Luego de
descartar los arboles del burn-in (1000), se combiné el muestreo de arboles y se generd,
mediante la regla de mayoria del 50%, el arbol consenso. La probabilidad posterior de los

clados se estimd como la proporcidon de muestras que presentan algun clado en particular.

Maxima Parsimonia

Para los analisis de Maxima Parsimonia se utilizé el programa TNT [158, 159]. Se
emple6 una combinacion de nuevas técnicas de busqueda de arboles como Tree Fusing,
Ratchet, Tree Drift y Sectorial Seach (T-R-Df-SS, respectivamente), aplicadas de manera
sucesiva a los mejores arboles obtenidos previamente a partir de 100 secuencias de
adicién al azar (RAS) seguido de una biseccion y reconexiéon de ramas de los arboles
(TBR). La combinacion de T-R-Df y SS se realizd 3 veces para cada evento de RAS+TBR.
Este esquema se repitio 10 veces y los arboles resultantes se fusionaron para verificar
que ninguna mejora en el largo de las ramas sea posible, al menos bajo estas condiciones
experimentales.

Se realizé un consenso de mayoria de los arboles mas parsimoniosos para mostrar

como figura representativa.
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Remuestreo (Bootstrap) y edicion de arboles

La consistencia filogenética de los nodos individuales en la topologia del arbol mas
frecuente se estimé mediante test de remuestreo (bootstrap) no paramétrico de 1000
réplicas.

La edicion de la topologia y de los nodos terminales se realiz6 mediante el
programa Dendroscope V2.7.4 [160].

Analisis estadisticos

Los analisis estadisticos se realizaron segun se mencioné en el punto 3.1.

3.3. Epidemiologia molecular del HCV genotipo 1a

Con el objetivo de realizar una vigilancia epidemiolégica del HCV-1a en pacientes
coinfectados con HIV mediante el andlisis de la diversidad molecular de las cepas
argentinas del HCV-1a y su relacion filogenética con secuencias del HCV-1a de
aislamientos identificados en todo el mundo, se estudié un poblacién conformada por 25
pacientes argentinos, previamente diagnosticados, infectados con el HCV-1a vy
coinfectados con HIV, obtenidos de la base de datos mencionada en el punto 3.1.

Las muestras de plasma de dichos pacientes fueron tomadas antes del inicio del
tratamiento con peg-IFN+RBV con el fin de evitar la generacion de relaciones filogenéticas
forzadas ante la instauracion del tratamiento por la eventual aparicion de mutantes de
escape al tratamiento. De los 25 pacientes, 5 resultaron ser respondedores y 20 no

respondieron al tratamiento.

Deteccidén de viremia del HCV en pacientes infectados por HIV

La presencia de ARN se determiné para todas las muestras bajo seguimiento. Se
llevaron a cabo dos tipos de ensayos cualitativos: (a) un método comercial de RT-PCR
AMPLICOR HCV, (Roche, version 2.0, USA), con bajos niveles de deteccion (50 Ul/ml),
llevado a cabo segun las instrucciones del fabricante; y (b) un método desarrollado en
nuestro laboratorio consistente en una RT-nested PCR de la region 5'UTR.
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Extraccion de ARN, transcripcion reversa, amplificacion y secuenciacion

Se analizaron 3 regiones gendmicas del HCV, la correspondiente a la 5" no
codificante (5°UTR) y las regiones codificantes de la glicoproteina de envoltura 2 (E2) y la
proteina no estructural 5A (NS5A). A su vez, se realizé la amplificacion de la region
codificante de la proteina pol de HIV, en aquellos pacientes con viremia detectable para
dicho virus, con el fin de determinar el subtipo y en el caso que fueran genomas
recombinantes, definir el mosaico génico de las cepas de HIV con las que se hallaban
coinfectados los pacientes.

La regiéon 5°'UTR se amplificé unicamente para la pesquisa cualitativa del material
genomico, sin realizarse posteriores analisis filogenéticos basados en esta regién.

La extraccion del ARN y la retro-transcripcién de cada fragmento amplificado se
realizaron segun los protocolos previamente explicados.

Para la region pol de HIV se utilizé un primer especifico:

Primer reverse: 5-GCT CCT ACT ATG GGT TCT TTC TCT AAC TGG-3°

Reacciones de PCR

Para cada region analizada se llevaron a cabo reacciones diferentes.

5UIR
La amplificacién de las muestras se logrd con el uso de 1,25 U de T-PLUS DNA

polimerasa (Inbio-Highway, Tandil, Argentina), 250 ng/ul de cada uno de los primers, 1mM
de MgCl,, 10mM de dNTPs, buffer 10X, 5 yl de ADN copia obtenido con la retro-
transcripcion y agua hasta completar un volumen final de 50 pl por tubo de reaccion.
Las condiciones del ciclado fueron:

(1 ciclo) 942 C 5 min

(40 ciclos) 94° C 45 seg = 55°C 45 seg = 72°C 45 seg

(1 ciclo) 72°C 10 min

Los primers fueron previamente publicados [40]:

Forward: 5 CGT TGA GGA ACT ACTGTC TT &
Reverse: 5" ATA CTC GAG GTG CAC GGT CTA GAC CT &
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NS5A
La reaccion de amplificacion se realiz6 empleando 1U de Taq DNA Polimerasa
Recombinante (Invitrogen, USA), 5 pl de buffer 10X sin Mg, 2 mM de MgCl,, 10 mM de
dNTPs, 0,4 pmol/ul de cada primer, 5 pul de ADNc, y un volumen de agua tridestilada
estéril que complete los 50 pl finales de reaccidén por muestra.
La amplificacidn se realiz6 siguiendo el ciclado detallado:
(1 ciclo) 942 C 5 min
(35 ciclos) 94°C 45seg =2 60°C 45seg =272°C 2 min
(1 ciclo) 722 C 10 min

Los primers utilizados fueron previamente publicados [161]:
Forward: 5 CTC ACY GTR ACC CAG CTC CTG AG 3’
Reverse: 5°GTC CAG AAC YTG CAGTCT GTC AA 3’

E2

Las concentraciones utilizadas en este ensayo fueron, 1 U de Taq DNA Polimerasa
Recombinante (Invitrogen, USA), 5 pl de buffer 10X sin Mg, 1,5 mM de MgCl,, 10 mM de
dNTPs, 0,4 pmol/ul de cada primer, 5 yl de ADNc y un volumen de agua tridestilada estéril
que complete los 50 pl finales de reaccion por muestra.

El ciclado del ensayo consiste en:

(1 ciclo) 942 C 2 min

(35 ciclos) 94°C 30 seg = 60°C 50seg=> 72°C 2 min

(1 ciclo) 72° C 5 min

Los primers de este ensayo fueron disefiados en nuestro laboratorio:
Forward: 5" TCC AGC TKA TMA ACA CCAACG GCA &
Reverse: 5" AGY ARC ATC ATC CAC AAG CAG G 3’

HIV-pol

La regibn se amplific6 siguiendo el siguiente protocolo. Los reactivos y
concentraciones utilizadas son los siguientes: 5 U de Taq DNA polimerasa (Invitrogen,
USA), 0,4 pmol/ul de cada uno de los primers, 1,5 mM de MgCl,, 10 mM de dNTPs, buffer
10X, 20 pl del producto de RT y agua hasta completar un volumen de 50 pl por tubo de

reaccion.
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El ciclado utilizado fue el detallado a continuacion:

(1 ciclo) 95°C 3 min

(5 ciclos) 952 C 15seg,2 56°C 15seg = 72°C 1.40 min
(30 ciclos) 90°C 15seg,2 56°C 15seg = 72°C 1.40 min
(1 ciclo) 722 C 10 min

Los primes utilizados se detallan a continuacion:

Forward: 5"-GAA GGG CAC ACA GCC AGA AAT TGC AGG G-3°
Reverse: 5°-GCT CCT ACT ATG GGT TCT TTC TCT AAC TGG-3°

Sequnda amplificaciéon (nested- PCR)

A partir del producto de primera amplificacion por PCR, se realizaron, para cada
regién, segundas rondas de amplificacion (PCR anidada o nested PCR), para optimizar
tanto la sensibilidad de deteccion como la especificidad de la region gendémica de interés.
Posteriormente, los productos obtenidos se visualizaron en geles de agarosa al 1,5%,
tefidos con bromuro de etidio.

5UIR

Al igual que en la reaccién de PCR, se utilizaron 1,25 U de Tag-PLUS DNA
polimerasa (Inbio-Highway, Tandil, Argentina), 250 ng/ul de cada uno de los primers, 1
mM de MgCl,, 10 mM de dNTPs, buffer 10X, 5 pul de ADN obtenido por PCR y agua hasta
completar un volumen de 50 pl por tubo de reaccion.

El ciclado utilizado para este ensayo fue el siguiente:

(1 ciclo) 94°C 5 min

(35 ciclos) 94° C 45seg,2 53°C 45seg = 72°C 45 seg

(1 ciclo) 72°C 10 min

Primers utilizados:

Forward: 5" TTC ACG CAG AAA GCG TCT AG &

Reverse: 5 CAC TCT CGA GCA CCC TAT CAGGCAGT &

El producto esperado para este ensayo, visualizado en gel de agarosa tefiido bromuro de
etidio, tiene un tamano de 250pb.
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NS5A
La region se amplific6 siguiendo el siguiente protocolo. Los reactivos y
concentraciones utilizadas son los siguientes: 1 U de Tag-PLUS DNA polimerasa
(Invitrogen, USA), 0,4 pmol/ul de cada uno de los primers, 1,5 mM de MgCl,, 10 mM de
dNTPs, buffer 10X, 5 ul del producto de PCR y agua hasta completar un volumen de 50 pl
por tubo de reaccién.
El ciclado utilizado fue el detallado a continuacion:
(1 ciclo) 942 C 5 min
(35ciclos) 94°C 25seg = 65°C 25seg = 72°C 1,30 min
(1 ciclo) 722 C 10 min

Los primers utilizados fueron:

Forward: 5" TAA GGG ACA TCT GGG ACT GGA &’
Reverse: 5" CCT GGT GAT GTT GCC GCC CATC 3’
El producto esperado para es 450pb

E2
Los amplicones se obtienen con el mismo ensayo realizado para la PCR, tanto para
las concentraciones como para el ciclado.
Los primers para la amplificacion son, también, de disefo propio:
Forward: 5 ACA CCA ACG GCA GYT GGA CAT CAA 3’
Reverse: 5" GCA GGM RCA GAC CGC GCG CGT C 3’

El producto obtenido en este ensayo es de 380pb.

HIV-pol

La amplificacion se realizo en las mismas condiciones que la PCR, utilizando 3 sets
de primers internos solapados con el objetivo de facilitar su posterior secuenciacion.
Primers forward: 5-CAG ACC AGA GCC AAC AGC CCC-3’
Primers reverse: 5-CAT TGT TTAACT TTT GGG CC-3°
Tamano esperado: 478pb

Primers forward: 5"-ATT GGT TGC ACT TTA AAT TTT CCC ATT AGC CCT ATT-3°
Primers reverse: 5-CGA CCT GAC AGT TAC TGT ATG TCT TCA ATC ACC-3°

Tamano esperado: 867pb
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Primers forward: 5"-AAC ATC AGA AAG AAC CTC CAT T-3°
Primers reverse: 5-CAA ACT CCC ACT CAG GAA TCC A-3°

Tamarno esperado: 590pb
Tamano total del amplicon analizado: 1656pb

Todos los primers fueron previamente descriptos por Dilernia y colaboradores en el afo
2011 [162].

Secuenciacion y analisis filogenéticos del HCV y HIV

La secuenciacion y edicion de las secuencias se realizaron de igual manera a la
expuesta en el punto anterior, usandose el programa Sequencher v.4.10.1 (GeneCodes)
para la edicién se las secuencias. Las referencias de los distintos genotipos y subtipos
tanto para HCV como para HIV se obtuvieron de GenBank [151, 163] y los alineamientos
se realizaron mediante el programa Mafft [152, 153].

Se utilizaron 3 sets de datos con secuencias del HCV para realizar los analisis
filogenéticos. En todos los sets se incluyeron 260 secuencias de referencias de las
diferentes regiones analizadas del HCV (E2, NS5A y E2-NS5A concatenadas) mas las 25
secuencias de cada regidén amplificada de los pacientes argentinos coinfectados con HIV.

Para el analisis filogenético de HIV otros 3 sets de datos se analizaron, uno
correspondiente al amplicén total de la regién pol de HIV y los otros dos correspondientes
a las fracciones puras (sin recombinacién) B y F. Distintas secuencias de referencia
fueron incluidas en los alineamientos. Las fracciones separadas B y F no incluyeron
secuencias de referencias del subtipo recombinante BF con el fin de determinar y
confirmar la distribuciéon de cada fraccion.

La busqueda de los modelos de evolucion molecular y los arboles por Maxima

Verisimilitud se hicieron segun lo previamente explicado.

Analisis de recombinacion

Se realiz6 la busqueda de secuencias recombinantes del HCV en las regiones E2-
NS5A concatenadas de los 25 aislamientos del HCV-1a de Argentina mediante el

programa SimPlot [164]. Este software se basa en un método de ventana deslizante y
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constituye una forma de mostrar graficamente la conexion en la relacién de secuencias en
toda la longitud de un conjunto de secuencias homdlogas alineadas. El ancho de la
ventana y el tamano del paso se establecieron en 100 y 20bp, respectivamente. Los
resultados obtenidos en el analisis de recombinacién fueron confirmados por analisis de
bootscanning [165]. En este caso, una ventana deslizante de 100 nucleétidos fue
utilizada, pasando de a 20 nucledtidos a la vez.

Los analisis recombinantes para la regién pol de HIV se llevaron a cabo usando un
acercamiento probabilistico on-line basado en el modelo de Markov (jpHMM). Se utilizaron
los parametros por default [166-168].

Analisis de aminoacidos

El programa VESPA [169] se utiliz6 para caracterizar los diferentes patrones
aminoacidicos (aminoacidos atipicos) en un set de secuencias incognita en relacion con
un set de secuencias de referencia. El programa calcula la frecuencia de cada aminoacido
en cada posicion del alineamiento incdgnita y de referencia y selecciona las posiciones en
donde el caracter mas comun en el set incégnita difiere del set de referencia. La
secuencia del HCV, H77 (GenBank AF009606) fue utilizada como referencia y las
posiciones aminoacidicas se numeraron de acuerdo a la posicion de esta secuencia en la

estructura poliproteica.

Analisis comparativo in silico de la union del complejo mayor de
histocompatibilidad (CMH) a los péptidos del HCV.

Asumiendo las diferentes composiciones aminoacidicas de los péptidos derivados
de las regiones genémicas E2 y NS5A de las cepas del HCV-1a de Argentina, se
determind en forma teérica la capacidad de unién de los péptidos al CMH-I usando el
programa on-line NetMHC (www.cbs.dtu.dk). Este programa presenta la mayor cobertura
de alelos a estudiar [170]. Esta herramienta predice la unién de los péptidos a diferentes
alelos HLA usando redes neuronales diferenciales (ANNs) y matrices de peso [171]. Se
enfrentaron ANNs de 57 alelos HLA, representando los 12 subtipos de los HLA Ay B
[172]. Las secuencias de epitopes HCV-1a de linfocitos T citotéxicos (CTL) se definieron
de acuerdo a los incluidos en la base de datos inmunolégicos del HCV [173] disponible
on-line de Los Alamos (www.hcv.lanl.gov) y en la base de datos de epitopes

40



Materiales vy Métodos

inmunolégicos (http://www.immuneepitope.com) [174] y se eligieron aquellos en donde las
posiciones aminoacidicas diferian entre los grupos de las secuencias del HCV-1a de
pacientes argentinos.

Analisis de Coalescencia Bayesiana

Las tasas de sustitucion por sitio por afio y los tiempos de divergencia se estimaron
utilizando el algoritmo Bayesiano MCMC que permite la estimacién de la distribucion
posterior de los parametros y que se implementa en el programa BEAST v1.5.4 [175].

La distribucion posterior de los arboles se estimé utilizando el modelo de evolucién
molecular (calculado segun lo explicado previamente) Tamura-Nei con distribucion
gamma (TrN+G).

Se compararon tres modelos de relojes moleculares para construir el arbol bajo el
modelo evolutivo mas apropiado: un modelo de reloj estricto y dos modelos de reloj
relajado, asumiendo una distribucidén anterior tanto con correlacion exponencial como con
distribucidén logaritmica normal de las tasas de sustitucion entre los linajes [176]. La
implementacion del Factor de Bayes indicd que el mejor modelo evolutivo para los sets de
datos analizados era el reloj molecular relajado asumiendo una distribucién lognormal y
un crecimiento constante de la poblacién. El andlisis se corri6 dos veces con 10°
generaciones, guardando arboles cada 1000 pasos y descartando un 10% como burn-in.
La convergencia de MCMC vy el tamafo de la poblaciéon efectiva (ESS) se examinaron
usando el programa TRACER v1.5 [175]. Se consider6 que los andlisis han llegado a la
convergencia y que se alcanzé la estabilidad luego de haber pasado el periodo de burn-in,
cuando ESS es superior a 200. La incertidumbre de los pardmetros estimados se evalud
en el intervalo de densidad posterior mayor al 95% (HPD95%).

Analisis estadisticos

Los analisis estadisticos se realizaron segun lo ya explicado.
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3.4. Impacto de las mutaciones en regiones genomicas asociadas a resistencia
antiviral como elemento pronéstico de respuesta sostenida a la terapia

antiviral interferon-basada

Para cumplir con este objetivo se analizaron dos poblaciones de pacientes HCV
positivos coinfectados con HIV. El primer grupo de pacientes surge de una colaboracion
con el Centro de Ciencias para la Salud, en la Universidad de Texas, Houston, Estados
Unidos; mientras que la segunda es producto de una colaboracién con el Hospital Juan A.

Fernandez de la ciudad de Buenos Aires, Argentina.

Poblacion bajo estudio ()

Se analiz6 un grupo de 10 pacientes HIV-HCV coinfectados bajo seguimiento en el
Centro de Ciencias para la Salud, en la Universidad de Texas, Houston, EE.UU.

Todos los pacientes recibieron peg-IFN alfa-2a, 180mg/semana mas RBV, 1000-
1200 mg/dia ajustado al peso corporal, durante 48 semanas como tratamiento
recomendado, excepto que los pacientes presentaran efectos adversos o no respondan
luego de 12 semanas. Se considerd6 como respuesta viroldgica sostenida (RVS) la
ausencia de ARN del HCV en plasma luego de 6 meses luego de finalizado el tratamiento.
Aquellos pacientes en donde la carga viral plasmatica del HCV no variaba a lo largo del
tratamiento o que recaian durante el periodo de seguimiento fueron considerados como
no respondedores (NR).

Se analizaron muestras de plasma y CMSP a tiempos basales, antes del inicio del

tratamiento.

Extraccion del ARN, amplificacion y secuenciacion

La extraccion del ARN se llevé a cabo en todas las muestras de los pacientes con
serologia reactiva para el HCV, a partir de 200 ul de plasma o 10° células y siguiendo las
instrucciones del método comercial utilizado (TRIzol, Invitrogen, USA). El producto
obtenido se resuspendié en 25ul de agua, libre de enzimas que degradan al ARN.

Las amplificaciones de las regiones gendmicas 5°'UTR, E2 y NS5A se describieron
en la seccién 3.3, mientras que, tanto la amplificacion para la region NS5B como la
técnica de secuenciacion han sido descriptas en la seccidn 3.2.
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Polimorfismo en el largo de los fragmentos de restriccién (RFLP)

Este ensayo se realizé para todas las muestras que pudieron ser amplificadas por
RT-nested PCR en la region gendmica 5 UTR, tanto para los aislamientos obtenidos de
plasma como aquellos de CMSP.

El ensayo consiste en digerir, mediante el uso de enzimas de restriccion, la fraccion
amplificada de la region 5°UTR, para poder identificar y diferenciar los diferentes
genotipos y subtipos del HCV. Para ellos se usaron 15 pul del producto de amplificacion
obtenido por RT-nested PCR de la region 5°UTR, cortados con 10 U de las siguientes
combinaciones de enzimas de restriccion: Haelll/Rsal, ScrFl/Hinfl y BstNI/Hinfl. La
restriccién se realizd a 372 C durante 2 horas, seguidas de una segunda etapa a 60° C
durante 2 horas mas (necesarias para el corte con las enzimas BstNI/Hinfl). Esta primera
digestion permite establecer el genotipo del HCV. Para determinar el subtipo, se prosiguioé
a digerir una nueva alicuota del amplicon con las enzimas BstUI (para la determinacién de
los subtipos del genotipo 1) o ScrFl (para subtipificar a los genotipos 2 y 3). La reaccion
con BstUl se mantiene a 60°C durante 2 horas, mientras que la de Scrf| se hace a 37°C
por 2 horas.

Todos los productos de digestidén se visualizan en geles de agarosa al 3%, tefidos
con bromuro de etidio.

Determinacion de la carga viral plasmatica y recuento de linfocitos T CD4+

Carga viral: Tanto para HIV como para HCV se utilizé un método comercial, basado
en hibridaciones sucesivas de ADN (o branched DNA “bDNA”) VERSANT® HCV RNA 3.0
(Siemens) que posee un rango de 615 hasta 7.700.000 Ul/ml de ARN plasmatico del
HCV.

Recuento de linfocitos T CD4+: Se determiné por citometria de flujo

(Coulter,Beckman Coulter Inc., Fullerton, CA, USA) a partir de sangre entera
anticoagulada con EDTA.

Secuenciacion nucleotidica

La secuenciacion de las regiones gendmicas, la edicion y el alineamiento de las
mismas fueron previamente descriptos en las secciones 3.2 y 3.3.
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Analisis de mutaciones e inferencias filogenéticas

El analisis de mutaciones se llevd a cabo mediante la inspeccién visual en cada
secuencia comparando los cambios aminoacidicos con respecto a la secuencia de
referencia HCV-J con numero de acceso a GenBank D90208 (subtipo 1b).

Las inferencias filogenéticas se llevaron a cabo mediante un método de distancia
(Neighbor-joining), utilizando los parametros por default incluido dentro del programa
MEGA 4.0 [177].

Analisis estadistico

Se utilizé Student t-test para comparar las variables. Todos los analisis estadisticos
se realizaron con el programa SPSS para Windows version 13.0 (SPSS Inc, Chicago,
USA). Un valor de p de 2 colas menor a 0.05 se consideré como estadisticamente

significativo.

Poblacion bajo estudio (Il)

Debido a que el subtipo 1a del HCV es el mas abundante en la poblacién HIV
positiva en Argentina [178] y el hallado en mayor proporcion en la base de datos realizada
en el punto 3.1, se estudié una segunda poblacién de 19 pacientes argentinos, HCV
positivos genotipo 1a coinfectados con HIV. Todos los individuos estudiados, se
encuentran en seguimiento en el Hospital Juan A. Ferndndez de la ciudad de Buenos
Aires y procedian de la Ciudad Autbnoma de Buenos Aires y sus alrededores.

Se analizaron muestra de plasma antes del inicio del tratamiento con peg-IFN alfa-
2b (Peg-Intron-A, Schering Corp, Kenilworth, NJ, USA) subcutaneos (80mcg-150mcg,
dosis ajustada al peso corporal) cada semana mas RBV oral (Rebetol, Schering Corp,
Kenilworth, NJ, USA) diariamente.

Extraccion, amplificacion, secuenciacion y analisis de mutaciones

Las extracciones de ARN a partir de las muestras de plasma de los 19 pacientes, la
amplificacion de las regiones E2 y NS5A, la secuenciacién de los productos amplificados
y el analisis de las mutaciones aminoacidicas se llevd a cabo de igual manera que las
expuestas para la poblacién anterior, pero utilizando como referencia la secuencia
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prototipo del subtipo 1a correspondiente a la cepa HCV-1 con numero de acceso al
GenBank M62321.

Analisis estadistico

Se utilizaron curvas ROC (Receiver Operating Characteristic) para evaluar el punto
de mayor sensibilidad y especificidad, con el mas adecuado valor predictivo y negativo del
namero de mutaciones en NS5A y E2 y la respuesta viral sostenida. Las curvas ROC se
construyeron siguiendo el método empirico, que consiste en representar todos los pares
de bases de especificidad y sensibilidad para todos los posibles valores de corte. Se

definié para el célculo una tasa teorica de respuesta viral sostenida de 40%.

3.5. Evolucion molecular del HCV y analisis de la compartimentalizaciéon durante el
tratamiento con peg-IFN+RBV

A partir de la base de datos detallada en la seccion 3.1 se reclutaron y se
estudiaron los pacientes HCV positivos coinfectados con HIV para cumplir con este
objetivo. Los pacientes fueron tratados de manera subcutanea con peg-IFN alfa-2b (Peg-
Intron-A, Schering Corp, Kenilworth, NJ, USA) (80mcg-150mcg) cada semana mas RBV
de manera oral todos los dias, o con peg-IFN alfa-2a (Pegasys, Roche Corp,
Hertfordshire, UK) (180mcg) cada semana mas RBV oral todos los dias (Copegus, Roche
Corp, Hertfordshire, UK). El tratamiento variaba segun la disponibilidad de drogas en el
Ministerio de Salud de la Nacién. Las dosis de RBV se ajustaron al peso corporal en todos
los casos. Cuando la caida de la carga viral (ARN plasmatico) era de al menos 2
logaritmos en la semana 12, los pacientes continuaban el tratamiento y eran re-evaluados
a la semana 24. Muestras de sangre se colectaron antes de empezar la terapia con peg-
IFN+RBV, a las 24hs y semanas 4, 12 y/o 24 durante el tratamiento, de acuerdo a la
continuidad del mismo segun criterio médico. De las muestras de sangre se separaron,
por medio de un gradiente de densidad de Ficoll-Hypaque (Gibco BRL, Carlsbad, CA,
USA) las CMSP. Las células fueron lavadas 3 veces con solucion fisioldgica con el fin de
desprender las particulas labilmente adsorbidas a la superficie. La carga viral plasmatica
(Siemens VERSANT® HCV RNA 3.0 Assay) y la PCR cualitativa del HCV (Cobas
Amplicor HCV 2.0) se evaluaron en cada tiempo de muestreo.
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Extraccion de ARN. amplificacion y secuenciacion

La extraccién, amplificacion del material genémico y secuenciacion de las regiones
5'UTR, E2 y NS5A, tanto de plasma como de CMSP se realizé de igual manera a lo
detallado con anterioridad.

Clonado

Para llevar a cabo el analisis de cuasiespecies virales del HCV a lo largo del
tratamiento antiviral de pacientes no respondedores, se procedié a clonar los productos
de nested-PCR de NSS5A en los distintos tiempos. Se cloné unicamente esta region
debido a que es la de mayor variabilidad. El clonado se realiz6 en el plasmido pGEM-T
Easy Vector (Promega) con posterior transformacion de bacterias E. coli DH5a. A partir de
las colonias obtenidas luego de la transformacidn y, mediante la realizacién de la PCR de
colonias (Colony PCR), se obtuvieron los amplicones de interés utilizando el mismo
ciclado térmico que para la amplificacion directa de NS5A.

Posteriormente se secuenciaron y analizaron entre 15-24 clones de cada muestra
como se indicd anteriormente. Dicho numero de clones fue considerado adecuado de
manera de poder inferir la composicion de cuasiespecies [179].

Analisis de secuencias

El andlisis del numero de mutaciones se realizd6 de manera visual, comparando las
secuencias obtenidas de cada regién con la correspondiente a la de referencia del subtipo
1a, M62321.

Con el fin de comparar la evoluciéon del HCV entre pacientes no respondedores
coinfectados con HIV frente a aquellos no respondedores monoinfectados con HCV, se
analizaron secuencias del HCV del estudio multicéntrico Virahep-C en el cual se estudia la
respuesta de 400 pacientes HCV monoinfectados y se analiza el genoma completo del
HCV antes y después del tratamiento con peg-IFN+RBV [180]. Las regiones
correspondientes al IRES, PePHD y PRKBD se compararon antes y después del
tratamiento de 12 pacientes monoinfectados y los 11 pacientes coinfectados con HIV.

Con el objetivo de analizar la evolucibn de NS5A durante cada tiempo del
tratamiento anti HCV, se obtuvieron secuencias de 12 pacientes HCV monoinfectados no
respondedores a la terapia del estudio multicéntrico HALT-C [181]. En este estudio se
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analiza la evolucién de la region NS5A de pacientes HCV monoinfectados en los tiempos
previos al tratamiento y a semanas 4, 12 y 24 luego de iniciado el mismo.

Anadlisis filogenético y de coalescencia Bayesiana

Se estudiaron las relaciones filogenéticas entre los aislamientos del HCV-1a de
pacientes HCV monoinfectados y HIV coinfectados mediante el método probabilistico de
Maxima Verosimilitud para las regiones E2 y NS5A como previamente se explicd. El
modelo de evolucion molecular utilizado para ambas regiones fue en GTR+I+G.

El analisis de coalescencia bayesiana se utiliz6 para determinar la tasa de
sustitucidon de las tres regiones en estudio a lo largo del tratamiento de los pacientes HIV
coinfectados y se compararon con las determinadas para NS5A de los pacientes HCV
monoinfectados del estudio HALT-C. El modelo de evolucién utilizado fue el TrN+G. Se
siguio el protocolo detallado con anterioridad.

Analisis de la heterogeneidad del HCV

El andlisis de la diversidad a nivel nucleotidico se evalué a nivel inter e intra

paciente:

Analisis inter-paciente: Se realizé un andlisis comparativo de la heterogeneidad en

la region NS5A de aislamientos de pacientes HCV monoinfectados de ambos estudios
multicéntricos (ViraHep y HALT-C) y HIV coinfectados de nuestra poblacién de estudio.
Se evalud la distancia genética media (d) basada en las secuencias directas de NS5A, de
manera de inferir la diversidad entre ambos grupos de pacientes en el tiempo pre
tratamiento. La distancia genética media fue calculada a nivel nucleotidico utilizando el
modelo Tamura-Nei [177] y un valor Gamma para la distribucién de las tasas de

sustitucién en cada sitio implementando el programa MEGA 4.0 [177].

Analisis intra-paciente: Se evalud la heterogeneidad de cuasiespecies de la region

NS5A del HCV de pacientes HIV coinfectados antes y durante el tratamiento con peg-
IFN+RBV. El andlisis de heterogeneidad viral incluy6 el estudio de la complejidad viral y la
distancia genética en todos los tiempos de muestreo. La distancia genética intra-paciente
del HCV se estim6 utilizando el modelo Tamura-Nei y la distribucion Gamma para la
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heterogeneidad en la velocidad de cambios en cada sitio, como se indicé para en andlisis

inter-paciente.

La “complejidad” se midi6 mediante el calculo de la Entropia de Shannon (Sn) a
nivel nucleotidico. Este parametro indica la cantidad de variantes virales identificadas en
una muestra y toma valores en un rango entre 0 (cuando todos los genomas son iguales)
y 1 (cuando los genomas son diferentes entre si). Fue calculado bajo la siguiente férmula
matematica: Sn = -Z[(p x In pi) / In N] [182] donde pi es la frecuencia de cada secuencia
en la distribucién de mutantes y N es el numero total de secuencias que se comparan
[183].

Seleccidn positiva y negativa

El analisis de cuasiespecies incluyd el calculo de la relacién entre el numero de
sustituciones no sindénimas por sitio no sinénimo (dN) y el numero de sustituciones
sindnimas por sitio sinénimo (dS) a nivel intra-paciente. La relacion dN/dS fue calculada
con los clones obtenidos de los aislamientos de NS5A de pacientes HIV coinfectados,
antes y durante la terapia basada en el IFN. Se realiz6 a nivel nucleotidico mediante el
programa MEGA 4.0 bajo el modelo Tamura Nei [177].

Esta relacién determina el grado de seleccién natural. Asi, dN/dS >1 indica
seleccidn positiva mientras que valores menores a 1 indican presidon de seleccion
negativa.

Ademas, para evaluar la seleccidn positiva y negativa en cada codén, se utilizé el
programa HyPhy [184]. La seleccion positiva ocurre cuando un cambio aminoacidico
confiere una ventaja adaptativa mientras que la seleccion negativa implica la eliminacion
de cambios en aminoacidos que puedan conferir una desventaja. El programa HyPhy
permite la comparacién estadistica del nimero de sustituciones sindbnimas y no sinébnimas
en cada posicidén de un grupo de secuencias alineadas.

Se utilizé el algoritmo SLAC (single likelihood ancestor counting) del mencionado
programa [185] para evaluar la seleccion intra-paciente (analisis de clones de cada
paciente en cada tiempo). Dicho algoritmo permite la deteccion de la seleccion no neutral
basado en el modelo de Suzuki y Gojobori. Los sitios identificados por SLAC con un nivel
de significancia de p<0,01 fueron considerados como sitios seleccionados positiva o
negativamente segun corresponda.
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Analisis de poblaciones virales minoritarias en E2-PePHD por pirosecuenciacion
ultra-profunda (UDPS)

La pirosecuenciacién es un método de secuenciacion de alto rendimiento que
permite inferir las secuencias mayoritarias y minoritarias en un mismo amplicon, sin
realizar previamente el ensayo de clonado.

Esta técnica se utilizé para analizar las poblaciones minoritarias en el dominio
PePHD vy sus regiones flanqueantes y su posible efecto en la resistencia al tratamiento.
Para esto, se estudié una poblacion de 15 pacientes infectados con el genotipo 1 (tanto
1a como 1b) del HCV, antes del inicio del tratamiento con peg-IFN+RBV y a las 24hs, 4 y
12 semanas de haber iniciado el mismo.

A partir del producto de PCR se realizé una nested-PCR segun el protocolo
previamente descripto para la region a excepcion del agregado de un Tag en la region 5
de cada primer. Estos Tags permiten la identificacion de la region secuenciada, del
paciente y del tiempo de estudio.

Los tags se detallan a continuacion:

Forward-Tag 5- CACGACGTTGTAAAACGA-3
Reverse-Tag 5'- CAGGAAACAGCTATGACC-3

Los productos de nested-PCR fueron pirosecuenciados en la plataforma 454 Life
Science, GS-FLX, Roche Applied Science (Instituto de Agrobiotecnologia de Rosario,
INDEAR) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Esta técnica permite incrementar
la probabilidad de detectar variantes minoritarias, pobremente representadas, existentes
en la poblacion viral heterogénea circulante del paciente.

Para distinguir las variantes minoritarias auténticas de los artefactos técnicos, se
utilizé un umbral de estimacion del 1%. Las mutaciones detectadas por encima de ese
umbral resultan poco probables de ser un artefacto de técnicas basadas en calculos
tedricos reportados previamente utilizando un enfoque estadistico [186].

Se analizaron un total promedio de 872 secuencias para cada tiempo de estudio de
cada paciente, haciendo un total de 39.364 secuencias analizadas en todo el estudio. Las
secuencias se editaron individualmente, de manera manual, eliminando aquellas
secuencias incompletas o erroneas. Una vez editadas las secuencias de cada tiempo de
cada paciente, se prosigui6 al andlisis de la conservacién del dominio PePHD.
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Analisis de aminoacidos

El grado de conservacion de cada aminoacido que compone el PePHD se
determiné mediante la implementacion de programa BioEdit [187]. Este programa posee
una utilidad basada en la determinacién de la proporcibn de aminoacidos en cada
posicion. Las secuencias de cada tiempo de cada grupo de pacientes se analizaron de
manera separada, obteniéndose valores de proporcion de aminoacidos a los tiempos
basales y 24hs, 4 y 12 semanas de tratamiento, para los pacientes respondedores, no
respondedores y para aquellos que recaen durante la terapia con peg-IFN+RBV.

Analisis estadisticos

Los analisis estadisticos se realizaron segun lo ya explicado.
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4. RESULTADOS
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4, Resultados

En esta seccidn se detallan los resultados obtenidos para cada uno de los objetivos
planteados en esta tesis.

4.1. Distribucion de genotipos del HCV en pacientes infectados por HIV. Relacion

con los niveles de carga viral plasmatica

Recientemente ha sido publicada por nuestro grupo de trabajo la distribucidén de
genotipos desde 85 pacientes virémicos para HCV coinfectados con HIV asistidos en un
mismo Hospital de la Ciudad de Buenos Aires [178]. Profundizando dicha investigacion,
se analizé retrospectivamente la distribucién de genotipos del HCV y los niveles de carga
viral desde pacientes naive de tratamiento anti-HCV, coinfectados con HIV, provenientes
de diferentes centros de salud de la ciudad de Buenos Aires y del conurbano bonaerense.
Todos ellos asistian al Centro Nacional de Referencia para el SIDA para su determinacién
genotipica y de carga viral del HCV. Se analizaron un total de 221 pacientes HIV-HCV
coinfectados.

La prevalencia del genotipo 1 alcanzé el 71% (n=157), en tanto que los genotipos
2, 3y 4 se hallaron en el 2% (n=5), 18% (n=40) y 2% (n=4), respectivamente (Figura 4.1).
Se caracterizaron 15 (7%) infecciones mixtas, implicando al menos dos genotipos
diferentes. Los aislamientos virales pertenecientes al genotipo 1 (n=157) incluyeron un
42% (n=92) del subtipo 1a, 11% (n=27) del subtipo 1b, 6% (N=13) y el 12% (n=25)
restante no pudo discernirse entre ambos subtipos. Paralelamente los niveles de carga
viral plasmética se determinaron empleando la técnica de ADN ramificado o bDNA. Los
valores promedio se muestran en la Tabla 4.1, no hallandose diferencias estadisticamente
significativas entre los distintos genotipos (p>0.05).

52



Resultados

2% L%

2%

18%

Distribucion de Genotipos

71%

11%

42%

12%

6%

oGt
END

B Gtla
BGtib
OGttab
B Gt3
OGt2

B Gt4

O Gt mixto

Figura 4.1: Distribucidén de genotipos y subtipos del HCV en pacientes coinfectados con HIV.

Tabla 4.1: Prevalencia de genotipos del virus de la hepatitis C y niveles de carga viral

plasmatica hallados en la poblacion estudiada (N=221).

Genotipn N % (I 953¢) Madia (Ul/mL} Desvio estandar
1a a2 41 (34-48) 2.277.000 £.255.000
1b 27 12.2 (76-16.7) 1.216.000 1.457.000
1ab 13 4.9 (1.8-8) 2.007.000 2.017.000
Y 25 11.5 (B.9-15.7) 1.106.000 1.316.000

2 5 2.26 (0.735.2) 2.308.000 KFENES

3 40 131 (12.8-23.4) 949 586 1.457.000

4 4 1.8 (0.5-4.5) 667.541 3.980.000
Mixto 15 6.7 (3.2-10.3) 1.312.000 1.685.000

NE: no subtipificable

Aun sin evidenciar diferencias significativas en la eficiencia replicativa de los

distintos genotipos evaluada a partir los niveles de carga viral plasmatica, persiste la

elevada prevalencia de los genotipos 1a y 3a, con menor aporte de los genotipos 1b y 2.

Estos resultados remarcan las diferencias respecto de la distribucién de genotipos hallada

en pacientes monoinfectados por HCV en donde el genotipo mas abundante es el 1b [40].

53



Resultados

4.2. Epidemiologia molecular del HCV genotipo 4

En un relevamiento de la base de datos realizada en el punto anterior se analiz6 un
total de 383 nuevos estudios de carga viral y genotipo para HCV.

La distribuciéon de los genotipos del HCV entre 383 pacientes HIV positivos mostro
que 14 aislamientos resultaron ser genotipo 4, observandose un incremento de 4 veces
(p=0.01) respecto lo previamente publicado por nuestro grupo de trabajo en el afo 2007
[178].

Para el analisis de epidemiologia molecular del HCV-4 se incorporaron 4
secuencias de genotipo 4 halladas en la base de datos previamente descripta,
analizandose un total de 18 secuencias HCV-4 aislados de pacientes coinfectados con
HIV.

Caracterizacion _molecular_y analisis filogenético de los aislamientos del HCV
genotipo 4

La distribucién del HCV-4, de acuerdo a las caracteristicas epidemiologicas de los
pacientes, mostro diferencias significativas con respecto a la edad del Gt2 (45.5 £ 1.7 vs.
65.0 £ 3.2, respectivamente; p< 0.005) y a la carga viral del Gt1 (5.49 £ 0.27 vs. 5.85 £
0.33, respectivamente; p< 0.003). El genotipo 4 fue mas frecuente en hombres (56%) que
en mujeres (Tablas 3.1y 4.2)

El resultado de las cepas del HCV-4 que fueron secuenciadas y subsecuentemente
analizadas filogenéticamente por Maxima Verosimilitud (Figura 4.2), Maxima Parsimonia
(Figura 4.3) y analisis Bayesiano (Figura 4.4) muestra el agrupamiento de todas las
secuencias con un grupo de secuencias de referencia determinada, pudiendo asi inferirse
el subtipo de los aislamientos. Las secuencias de aislamientos de Argentina se
clasificaron como subtipo 4d (67%), 4a (22%), y 4m (11%).

Todos los pacientes informaron ser argentinos y no haber viajado a areas
endémicas. Diferentes conductas de riesgo de infeccion fueron identificadas desde los
pacientes. De aquellos cuatro infectados con el Gt4a, dos notificaron ser usuarios de
drogas inyectables, una trabajadora sexual y el restante declar6 haber recibido una
transfusiéon sanguinea. Con respecto a los 12 pacientes infectados con el genotipo 4d, 4
fueron usuarios de drogas inyectables, 4 hombres declararon tener sexo con hombres y
entre los 4 restantes, 3 refirieron conductas heterosexuales y 1 declaré no conocer la via
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de transmisién. Finalmente, aquellos infectados con el subtipo 4m informaron una posible
transmision sexual. No se hallé una asociacion estadistica entre las vias de transmision
declaradas y la distribucion de los diferentes subtipos del HCV-4 hallados (p>0.05), no
obstante el nimero de pacientes analizado es pequefio y amerita un futuro estudio.

Tabla 4.2: Caracteristicas demograficas y vias de transmisién del genotipo 4 del HCV en

pacientes coinfectados con HIV.

Caracteristicas Pacientes, N (%)

N total 18 (100)
Geénero
Masculino 10 (56)
Femenino 8 (44)
Edad (Afos)
Media (IQR) 43.5 (39-45)

Via de transmisién

Usuario de droga inyectable 6 (33)
Transfusién sanguinea 1 (6)
Contacto sexual
Heterosexual 6 (33)
MSM 4 (22)
Desconocido 1 (6)
Subtipos
4a 4 (22)
4d 12 (67)
4m 2 (11)

IQR, Rango Interquartilo
MSM, Hombres que tienen sexo con hombres

Comparacion con secuencias de bases de datos

Con el fin de comparar las vias de transmision mundiales con los aislamientos
argentinos, se realizaron analisis filogenéticos de las cepas del HCV-4 de Argentina junto
con otras cepas de diferentes partes del mundo obtenidas de las bases de datos de
secuencias disponibles (GenBank y la base de datos Europea) [151, 154]. Este analisis no
relevé ninguna asociacion entre las cepas del HCV de Argentina y las caracterizadas en
otros paises. En el mismo sentido, las cepas 4d (Pat 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 13, 16, 18)
y 4a (Pat 1, 11, 14, 17) de pacientes de Argentina caracterizadas de pacientes
coinfectados con HIV se asociaron en los arboles filogenéticos de NS5B con las cepas 4d

(AF308574 y AF308575) y 4a (AF308573) de pacientes argentinos HCV monoinfectados
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previamente caracterizados para la misma regién [188], asi como con cepas de Francia y
Egipto. Las secuencias se los subtipos 4m (Pat 2 y 15) se hallaron cercanamente
relacionadas a aislamientos de Egipto (Figuras 4.2, 4.3y 4.4).
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Figura 4.2: Arbol filogenético de Maxima Verosimilitud de secuencias nucleotidicas de la region
NS5B mostrando la distribucién de los geno/subtipo de los 18 aislamientos del HCV de Argentina
(fondo gris); la via de transmision esta definida en cada aislamiento. Otras 3 secuencias de
Argentina (fondo negro) publicadas por otro estudio [188] también se hallan representadas
(AF308573; AF308574; AF308575). Las secuencias de referencia del Gt4 fueron obtenidas de
GenBank y se indican por su nimero de acceso y en los casos que fue posible, el pais de origen o
el pais de toma de muestra. El soporte de bootstrap (n=100) de las ramas mas relevante se
muestran en fondo gris. El largo de las ramas es proporcional al niumero de sustituciones
nucleotidicas por sitio del alineamiento (bar=0.1 sustituciones).
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Figura 4.3: Arbol filogenético de Maxima Parsimonia de secuencias nucleotidicas pertenecientes a
la region NS5B mostrando la distribucion genotipica de los 18 aislamientos del HCV de Argentina
(fondo rojo). Otras 3 secuencias de Argentina publicadas por otro estudio [188] también se hallan
representadas (ARG45, ARG46, ARG47). El soporte de bootstrap (n=100) de las ramas mas

relevante se muestran en fondo gris.
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Figura 4.4: Arbol filogenético basado en analisis Bayesianos de la regién NS5B mostrando la

distribucion genotipica de los aislamientos de Argentina genotipo 4. Otras 3 secuencias de
aislamientos argentinos publicadas por otro estudio [188] también se hallan representadas
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(ARG45, ARG46, ARG47). Secuencias de referencia de los diferentes subtipos se hallan
denotadas con circulos abiertos. Las secuencias del outgroup se indican con cuadrados negros
(Gt1), grises (Gt3) y circulos negros (Gt6) y grises (Gt5). Los subgrupos dentro del Gt4 se denotan
con lineas verticales. Las probabilidades posteriores de las ramas més relevantes se muestran en
fondo gris. El largo de las ramas es proporcional al nimero de sustituciones nucleotidicas por sitio
del alineamiento (bar=0.1 sustituciones).

4.3. Epidemiologia molecular del HCV genotipo 1a

A partir de la base de datos realizada en el punto 4.1 se estudi6 la epidemiologia
molecular de 25 pacientes infectados con el subtipo 1a del HCV, coinfectados con HIV.

De acuerdo a los datos epidemiologicos aportados por los pacientes, la via de
transmision mas frecuente del subtipo 1a del HCV fue la de uso de drogas inyectables
(Tabla 4.3). No se hallaron diferencias significativas en la respuesta final al tratamiento y
el género, la edad, el grupo de riesgo, el recuento de células CD4+, la carga viral
plasmatica y los afios estimados de infeccion con HIV o HCV (p>0.05). Todos los
pacientes residen en la ciudad de Buenos Aires y expusieron no haber estado en el

extranjero.

Tabla 4.3: Caracteristicas demogréficas y bioquimicas de los 25 pacientes HCV-1a.

Carga Viral
Grupo de | tgp CD4 HCV Estado de|Afios con|[Afios con
Paciente | Género [ Edad (Ahos) |Peso (Kg)[ Riesgo | (UI/ml)| (cel/ml) | (copias/ml)| Fibrosis HIV* HCV*
NR1 M 47 73 IDU 49 400 482301 4 16 16
NR2 M 37 77 IDU 66 522 1016630 1 2 16
NR3 M 35 67 IDU 99 817 2395250 1 15 8
NR4 M 39 76 DU 48 414 405739 3 8 12
NR5 M 42 83 IDU 60 130 2462780 0 12 21
NR6 F 51 ND HTS ND 547 178000 ND 5 ND
NR7 M 33 64 IDU 53 479 49311 4 3 13
NR8 M 33 72 IDU 124 376 1210710 2 5 5
NR9 M 51 65 HTS 105 625 4597530 3 10 7
NR10 M 40 75 IDU 97 303 727493 2 21 10
NR11 F 38 50 IDU 59 644 949673 4 16 8
NR12 M 45 70 HTS 50 483 249421 1 1 5
NR13 M 42 81 MSM 191 957 266123 3 21 21
NR14 M 41 58 MSM 92 262 3385810 1 ND ND
NR15 M 42 95 IDU 59 ND 2372610 2 5 12
NR16 M 51 ND IDU ND 482 500000 ND 7 ND
NR17 M 42 ND MSM ND 468 500000 ND 7 ND
NR18 F 50 ND IDU ND 661 500000 ND 5 ND
NR19 M 55 ND IDU+MSM| ND 422 329000 ND 23 ND
NR20 M 40 ND MSM ND 510 500000 ND 9 ND
SVR1 F 37 54 HTS 29 476 665641 0 6 15
SVR2 M 41 80 HTS 145 329 148881 ND 12 12
SVR3 M 34 67 DU 41 1448 | 5506420 ND 25 25
SVR4 M 45 65 MSM 115 989 57629 ND 22 22
SVR5 M 41 ND IDU+MSM| ND 471 433000 ND 17 ND
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MSM: Hombres que tienen sexo con hombres; IDU: Usuario de drogas inyectables; HTS: Heterosexuales;
ND: No determinado

*Considerado a partir del resultado seroldgico.

Analisis filogenético del HCV

Los arboles filogenéticos de las regiones E2, NS5A y E2-NS5A concatenadas
mostraron la misma distribucién de las secuencias del HCV-1a de Argentina, con respecto
al resto de las secuencias de referencia. Se observé que un grupo de 12 secuencias
HCV-1a se hallaban cercanamente relacionadas formando un clado monofilético que se
denominé como “Clado Argentino”. Este clado se hallé en los tres arboles filogenéticos y
en todos ellos el soporte de las ramas presentaba altos valores de bootstrap. Las 13
secuencias restantes se dispersaron dentro del subtipo 1a y se las denomindé como “Otras
Secuencias Argentinas” (Figura 4.5).
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Figura 4.5: Arbol filogenético basado en el método probabilistico de Maxima Verosimilitud de
secuencias nucleotidicas correspondientes a las regiones gendémicas del HCV E2 (A), NS5A (B) y
E2-NS5A concatenadas (C) de los aislamientos del HCV de Argentina. En cuadrados negros se
hallan representadas las secuencias HCV-1a locales de pacientes que no responden al
tratamiento y en cuadrados grises las que si responden. El soporte de bootstrap (n=100) de las
ramas mas relevante se muestran en fondo gris. El largo de las ramas es proporcional al nimero

de sustituciones nucleotidicas por sitio del alineamiento (bar=0.1 sustituciones).

No se detectaron aislamientos del HCV-1a de Argentina que presentara eventos de
recombinacién en alguna de las dos regiones genémicas estudiadas. En la figura 4.6 se
muestran dos ejemplos, uno por de cada grupo, de los andlisis de recombinacién para las

regiones E2-NS5A concatenadas.
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Figura 4.6: Ejemplo representativo de analisis de recombinacion para las regiones E2-NS5A
concatenadas para un paciente incluido dentro del “Clado Argentino” (A) y uno incluido en el grupo
de “Otras Secuencias Argentinas” (B). En todos los casos se utilizé un ancho de ventana de 100pb
y un tamafo del paso de 20bp. Los diferentes genotipos y subtipos se hallan representados en

diferentes colores.

No se hallaron relaciones estadisticas entre la distribucién de las secuencias del
HCV-1a de Argentina y el sexo, la via de infeccion o la respuesta final al tratamiento con
peg-IFN+RBV (p>0.05) (Tabla 4.4).

Tabla 4.4: Caracteristicas basales de los pacientes incluidos en cada grupo

Clado Argentino Otras secuencias Argentinas

Caracteristicas (n=12) (n=13)
) Masculino 10 11
Geénero .
Femenino 2 2
IDU 6 9
Grupo de Riesgo HTS 4 1
MSM 2 3
No Respondedor (NR) 9 11
Respondedor Virolégico Sostenido (RVS) 3 2
Fibrosis METAVIR 3-4 score 1.4 2.4
Edad + DS (afios) 415 42 + 6
ALT + DS (IU/mL) 82 + 36 83 + 56
CD4 + DS (cel/ml) 456.1 £ 232.8 630.6 + 293.1
CV-HCV z DS (Log copias/ml) 6.16 £ 6.16 6+6.17
Afos con HIV £ DS ¥ 11.5+6.9 11.3+7.9
Anos con HCV £ DS ¥ 12.1+£5.9 15.8 £6.2

IDU: Usuario de droga inyectable; HTS: heterosexual; MSM:hombre que tiene sexo con hombre; CV: Carga Viral
ALT (alanine-amino transferasa)

¥ Desde el diagnostico serolégico

Analisis de la composicidon de aminoacidos y de la prediccion de la unién de los

péptidos derivados del HCV-1a con el CMH clase |

Se utiliz6 el programa VESPA para caracterizar los patrones aminoacidicos de las
regiones E2 y NS5A del Clado Argentino y de las secuencias incluidas dentro de Otras
Secuencias Argentinas (Tabla 4.5).

Las secuencias del Clado Argentino difirieron de aquellas pertenecientes a Otras
Secuencias Argentinas en la posicion y frecuencia de 10 aminodacidos (N653D, E655D,
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S686T y A710V para E2; y L2198V, Q2228E, 12268V, Q2283P, V22871 y Q2320R para
NS5A). De estos 10 aminoéacidos hallados, 6 presentaron diferencias en la uniéon a los
epitopes CTL, exhibiéndose cambios de union en 11 epitopes CTL (Tabla 4.6).

Tabla 4.5: Resumen de la frecuencia de aminodcidos del Clado Argentino y Otras
Secuencias Argentinas obtenidos con el VESPA

E2
Posicion 653 655 686 710
Clado Argentino N 83%; D 8% E 92%; D 8% S100%; T 0% A 92%;V 8%
Otras secuencias Argentinad® 77%; N 8% D 54%; E 38% T 54%; S 46% V 62%; A 38%

NS5A
Posicién 2198 2228 2268 2283 2287 2320
Clado Argentino L 100%;V 0% Q 75%;E25 183%;V 8% Q 58%; P 41% V 67%; 125%) 83%; Q 17%
Otras secuencias Argentinas V 46%; L 23% E 62%; QMNo70%; 123% P 92%; Q 7% | 70%; V23% R 54%; Q 23%
Los aminoacidos con frecuencias >70% se hallan resaltados en negro (p <0.05)

Tabla 4.6: Variaciones de aminoacidos en las secuencias de E2 y NS5A del HCV de
aislamientos de Argentina de cada grupo y su relacion con la unién a los alelos HLA. En
gris estdn marcados aquellos alelos que cambian su unién a los péptidos del HCV.

Alelos HLA
Posicion Péptido A0202 A0203 A0250 A6801 A6802 B150 B1501 B1517 B4001 B4002 t
H77 654-662 LEDRDRSEL
Clado Argentino Frkkkkkkkkkk NB NB NB NB NB NB NB NB B NB NB
Otras secuencias Argentinas ol O keleleieioioioiel NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB
H77 686-701 STGLIHLHONIVDVQ
Clado Argentino ik NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB
Otras secuencias Argentinas [ Bicioioioieieleloioioioioioioiolel NB NB NB NB B NB NB NB NB NB NB
H77 701-716 YLYGVGSSIASWAIK
Clado Argentino Tk NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB
Otras secuencias Argentinas fooioieieieioioioioiol Al NB NB NB NB B B B NB NB NB NB
H77 708-716 SIASWAIKW
Clado Argentino Fkkkkkkkkkk NB NB NB NB NB NB NB B NB NB NB
Otras secuencias Argentinas ol Vikoioioiololeielel NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB
H77 2197-2205 SVASSSASQ
Clado Argentino *rrkkkkkokok B B B NB NB NB B NB NB NB NB
Otras secuencias Argentinas iooioioioioioioioie NB NB NB B NB NB NB NB NB NB NB
H77 2266-2275 RE SVPAEIL
Clado Argentino Fkkkkkckkk NB NB NB NB NB NB NB NB B B B
Otras secuencias Argentinas ol VAskoioioiola NB NB NB NB NB NB NB NB B NB NB

NB: No unién a alelos HLA ; B: Union a alelos HLA
* |gual secuencia aminoacidica

Tasas de sustitucion y tiempos de evolucion del HCV-1a

Los andlisis de reconstruccién ancestro comun se realizaron con el fin de

determinar el origen y la distribucion de las 25 cepas HCV-1a de Argentina. El reloj
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molecular relajado se utilizé para todos los sets de datos por ser el que mejor se ajusta a
las muestras.

El tiempo del ancestro comun mas cercano (tMRCA) de las secuencias incluidas
dentro del Clado Argentino se estim6 alrededor de 1991 para E2 y 1990 para NS5A,
mientras que para las Otras Secuencias Argentinas fue cerca de 1973 para E2 y 1976
para NS5A (Tabla 4.7). El andlisis de las tasas de sustitucion por sitio por afo no mostré
diferencias entre las dos regiones analizadas ni entre los grupos del Clado Argentino y el

de Otras Secuencias Argentinas.

Tabla 4.7: Parametros evolutivos de las secuencias del HCV-1a de Argentina incluidas en

los diferentes grupos para las dos regiones en estudio, E2 y NS5A.

Regidn Description Tasa de Sustitucion? tMRCA (95% HPD)
Eo Clado Argentino 9,2E-3 (1,68E-5/ 2E-2) 1991 (2003-1973)
Otras Secuencias Argentinas 5,2E-3 (1,3E-3/ 9,5E-3) 1977 (1999-1941)

NS5A Clado Argentino 1,04E-2 (1,2E-5 /2E-2) 1990 (2006-1971)
Otras Secuencias Argentinas 7,01E-3 (4,8E-3 /9,2E-3) 1976 (2000-1931)

HPD: Maxima densidad posterior
Todos los valores poseen un ESS>200
& Sustitucion por sitio por afio

Analisis filogenético y de recombinacion de los aislamientos de HIV caracterizados

a partir de pacientes coinfectados

Teniendo en cuenta que HIV y HCV coexisten en un mismo hospedador y que
pueden influir reciprocamente entre ellos, se estudiaron las secuencias de la region pol de
HIV obtenidas de los mismos pacientes incluidos en el estudio. Considerando que todos
los pacientes se hallaban bajo tratamiento antirretroviral, la deteccién de ARN (limite de
deteccion menor a 50 copias/ml) pudo realizarse en 8 de 25 pacientes. Entre ellos, 6
estaban coinfectados con HCV-1a incluidos dentro del Clado Argentino, mientras que las
dos restantes pertenecian a aislamientos de Otras Secuencias Argentinas. Las relaciones
filogenéticas de HIV mostraron que los 6 aislamientos antes descriptos se incluian en el
subtipo recombinante BF, mientras que las restantes dos secuencias amplificadas se
incluian en el subtipo B (Figura 4.7).
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Figura 4.7: Arbol de Maxima Verosimilitud realizado con las secuencias obtenidas de la regién pol
de HIV completa (A) y de las fracciones B (B) y F (C) por separado. En cuadrados negros se
muestran los aislamientos caracterizados como B puro y en gris los aislamientos recombinantes.
El soporte de bootstrap (n=100) de las ramas mas relevante se muestran en fondo gris. El largo
de las ramas es proporcional al nimero de sustituciones nucleotidicas por sitio del alineamiento

(bar=0.1 sustituciones).

El analisis de recombinantes mostr6 que 5 de los 6 aislamientos recombinantes
presentaban el mismo patron, mientras las cepas identificadas como subtipo B no
presentaron mosaicos recombinantes (Figura 4.8 A).

Debido a que los andlisis filogenéticos no tienen en consideracion los eventos de
recombinacién, se analizaron las relaciones filogenéticas de las fracciones recombinantes
B y F por separado. El arbol realizado por Maxima Verosimilitud con la fraccion B (Figura
4.7 B) no mostrd relacion entre las secuencias de HIV de Argentina, aunque el realizado
con la fraccién F (Figura 4.7 C) exhibié una relacién filogenética entre las 5 secuencias
locales con el mismo patron recombinante (NR1, NR5, NR8, NR14 and NR15).
Interesantemente, estos aislamientos fueron obtenidos de pacientes infectados con cepas
del HCV-1aincluidas en el Clado Argentino.
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Figura 4.8: Graficos representativos de los 3 patrones gendmicos hallados para la region pol de
HIV de los aislamientos B de NR2 y NR17 (A), NR1, NR8, NR12, NR14 y NR15 (B) y SVR4 (C).
Los diferentes subtipos analizados se hallan representados en distintos colores.

4.4. Impacto de las mutaciones en regiones genomicas del HCV asociadas a
resistencia antiviral como elemento prondstico de respuesta sostenida a la
terapia antiviral basada en el interferon

Para cumplir con este objetivo se estudiaron dos poblaciones de pacientes
coinfectados con HIV. La primera de ellas surge de un trabajo en colaboracién con el
Centro de Ciencias para la Salud, en la Universidad de Texas, Houston, Estados Unidos,
mientras que la segunda poblacién procede de la Ciudad Autbnoma de Buenos Aires y
sus alrededores, en un trabajo en colaboracién con el Hospital Juan A. Fernandez de la
ciudad de Buenos Aires.
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Poblacién bajo estudio (I)

En la poblacion estudiada el genotipo mas abundante en los pacientes coinfectados
fue el 1, siendo el subtipo 1a el predominante. Entre los pacientes con RVS los genotipos
hallados por RFLP fueron el Gt1 (n=3, incluyendo el 1a [n=1-y el 1b -n=2]) y el Gt4a
(n=1). Los NR se hallaban infectados con Gtla (n=5) y Gt2a (n=1). Por medio de
inferencias filogenéticas de las tres regiones gendmicas analizadas (E2, NS5A y NS5B)
se confirmaron los genotipos del HCV, pudiéndose descartar asi, un posible evento de
recombinacién. Para la region NS5A sdélo pudieron amplificarse secuencias del genotipo 1
ya que los primers resultaron ser especificos unicamente para este genotipo. A su vez, los
dos compartimentos en estudio, plasma y CMSP, presentaron el mismo genotipo,
observandose una relacion filogenética entre las secuencias de cada compartimento
(Figura 4.9). Estas relaciones entre las secuencias obtenidas de plasma y de CMSP se
mantuvieron en las tres regiones genémicas estudiadas, demostrando que las secuencias
halladas en CMSP de un paciente se encuentran mas cercanamente relacionadas a las

halladas en plasma para un mismo paciente que a una secuencia de otro paciente.
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Figura 4.9: Arbol filogenético mediante el método de distancia Neighbour Joining de las
secuencias de las regiones parciales del HCV E2, NS5A y NS5B de pacientes HIV coinfectados
de la poblacién I. Los largos de las ramas estan dibujados a escala. Se incluyeron secuencias
consenso de cada genotipo. Los valores de bootstrap se hallan representados como soporte de
ramas luego de 1000 remuestreos. Cada simbolo (cuadrado, triangulo, rombo, circulo y estrella)
corresponde a la muestra de plasma (blanco) y PBMCs (CMSP, en negro) de cada paciente.

En la tabla 4.8 se muestran las caracteristicas basales de los pacientes y de los
aislamientos del HCV mostrando ademas el numero de mutaciones en el PePHD vy el
PKRBD. En general, el numero total de mutaciones fue significativamente mayor en el
PKRBD que en el PePHD (p<0.05). Cada region por separado no presenté diferencias
significativas en el numero de mutaciones entre los grupos de pacientes RVS y NR
(p>0.05). Las tres regiones genomicas analizadas no mostraron diferencias en las
secuencias obtenidas de las muestras de plasma y las de células de los mismos
pacientes. A su vez, no se encontraron diferencias en el nimero de mutaciones
determinadas para cada regién en los dos compartimentos analizados, con lo cual,
tampoco se hall6 asociacién en el nimero de mutaciones en el ISDR, el PKRBD vy el
PePHD de las CMSP y la respuesta final al tratamiento (Figura 4.10).
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De la misma manera, al comparar los promedios de carga viral del HCV, de HIV, de
células CD4+ y CD8+ entre los pacientes NR y los RVS, no se hallaron diferencias entre
ellos (p>0.05) (tabla 4.8).

Tabla 4.8: Caracteristicas inmunoldgicas, virolégicas (inherentes a HIV y HCV) y de

respuesta a la terapia de las muestras basales de los pacientes, segun el compartimiento.

. . . |N? de mutaciones |N° de mutaciones [ Respuesta final | Carga viral de HCV | Carga viral de HIV
) D4 | CD
aciente) Compartimento | Genotipo en el PKRBD enel PePHD | al tratamiento | Log copias/ml Log copias/ml CD4 CD8
Plasma 1a 7 0
A PBNC 1a 9 D NR >5.7 <2.6 462 | 849
Plasma 1a 6 0
B PBNC 1a 5 0 NR >5.7 <2.6 491 | 766
Plasma 1a 8 0
C PBNC 1a 8 ND NR >5.7 <2.6 593 | 855
Plasma 1b 2 0
D PBNC b D 0 SVR >5.7 <2.6 511 (4649
Plasma 1b 6 0
E PBNC b 5 0 SVR >5.7 <2.6 547 | ND
Plasma 1b 11 1
F PBNC b 10 ] NR 5.6 <2.6 422 11258
Plasma 1a 10 0
G PBNC 1 10 0 SVR 5.6 <2.6 431 (2167
Plasma 2a ND 3
H PBNC 1 D 3 NR 5.2 <2.6 1449 ND
Plasma 1a 6 0
I PBNC 1 5 0 NR >5.7 <2.6 728 11381
Plasma 4a ND 1
J PBIC 1a ND ND SVR 5.3 <2.6 550 (1127
ND= no detectable
A B
PER-BD
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Figura 4.10: Secuencias parciales de aminoacidos de la proteina NS5A, incluyendo los dominios
PRKBD y el ISDR (A) y del la region E2, incluyendo el PePHD (B) de dos pacientes
representativos HCV1a-HIV coinfectados, uno con respuesta sostenida al tratamiento (SVR) y otro
no respondedor (NR). Se hallan diferenciados los compartimentos de plasma (P) y de células
mononucleares (PBMC). Se incluyeron dos secuencias prototipos como referencia los genotipos
1b (D90208) y 1a (M62321).
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Poblacion bajo estudio (lIl)

Debido a que el subtipo 1a del HCV es el de mayor frecuencia hallado en la
poblacion de pacientes HIV coinfectados de Argentina [178], y el mas prevalente
observado en la base de datos realizada en el punto 4.1, se planted el estudio de
mutaciones en NS5A y E2 de 19 pacientes antes del tratamiento con peg-IFN+RBV.

Las caracteristicas basales y demograficas de los 19 pacientes estudiados se
detallan en la tabla 4.9. No se hallaron diferencias significativas entre la respuesta final al
tratamiento y la edad, el sexo, el peso, el grupo de riesgo y el recuento de células CD4
(p>0.05).

Tabla 4.9: Caracteristicas basales y demograficas de los pacientes bajo estudio.

Paciente |Sexo EcNiad Peso b4 CV-HCV Estado GrL,JpO de N2 mut ISDR [N2 mut PKRBD
(afios) | (KG) | (Cel/ml) | (Ul/ml) Riesgo
1 M 47 73 400 482301 NR IDU 2 2
2 M 37 77 522 1016630 NR IDU 2 4
3 M 35 67 817 2395250 NR IDU 1 3
4 M 39 76 414 405739 NR IDU 2 3
5 M 42 83 130 2462780 NR IDU 2 2
6 F 37 54 476 665641 SVR IDU 2 3
7 M 33 64 479 49311 NR IDU 1 3
8 M 33 72 376 1210710 NR IDU 2 2
9 M 51 65 625 4597530 NR HTS 0 0
10 M 40 75 303 727493 NR IDU 1 1
11 F 38 50 644 949673 NR IDU 2 2
12 M 35 60 860 1210020 NR IDU 2 5
13 M 48 80 691 121912 SVR HTS 5 7
14 M 41 80 329 148881 SVR MSM 5 8
15 M 45 70 483 249421 NR MSM 2 2
16 M 41 58 262 3385810 NR MSM 2 2
17 M 42 81 957 266123 NR IDU 3 4
18 M 45 65 989 57629 NR MSM 4 5
19 M 42 95 ND 2372610 NR IDU 2 2

IDU: Usuario de droga inyectable; MSM: Hombre que tiene sexo con hombre; HTS: Heterosexual
NR: no respondedor; SVR: respondedor
M:Masculino; F: Femenino

Se conté el numero de aminoacidos en las secuencias correspondientes al ISDR y
al PKRBD que diferian de la secuencia de referencia M62321. Se observé que los
aislamientos virales del HCV de los pacientes que alcanzaban una respuesta viral
sostenida presentaron un mayor numero de sustituciones de aminoacidos en ambas
regiones, siendo tal asociacion estadisticamente significativa (p<0.05). En la figura 4.11 se
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muestra el alineamiento de las 19 secuencias de NS5A obtenidas de los pacientes
coinfectados.

Los aislamientos virales de los pacientes respondedores mostraron una media de 4
(DS=1,7) sustituciones de aminoéacidos en la ISDR y 6 (DS=2,3) en el PKRBD, mientras
que los pacientes no respondedores presentaron un promedio de 1,7 (DS=0,7) y 2,7
(DS=1,4) mutaciones respectivamente, hallandose diferencias estadisticamente
significativas (p = 0,03).

Mediante el uso de las curvas ROC se identific6 que la presencia de 5 o mas
sustituciones aminoacidicas en el PKRBD tenian un 100% de valor predictivo positivo y un
94,1% de valor predictivo negativo de alcanzar una respuesta sostenida. En cuanto a las
mutaciones en el ISDR, los mismos valores predictivos positivos y negativos fueron
hallados cuando 4 o0 mas sustituciones estuvieron presentes (Figura 4.12).
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Figura 4.11: Secuencias aminoacidicas de las regiones ISDR y PKRBD de los 19 pacientes HIV-
HCV coinfectados. Los pacientes 6, 13 y 14 resultaron con RVS, mientras que los pacientes 1, 2, 3,
4,5,7,8,9,10, 11,12, 15, 16, 17, 18 y 19 fueron NR. La secuencia de referencia M62321 se utiliz6
para comparar el nimero de mutaciones. La secuencia HCV-J (D90208) también se incluy6 en el

alineamiento.
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Figura 4.12: Curva ROC. Area bajo la curva del numero de mutaciones en el PKRBD y el ISDR

respectivamente antes del tratamiento con peg-IFN+RBN y su relacion con la respuesta virologica.

El criterio determina el niumero de mutaciones. VP+ =valor predictivo positivo; VP-= valor

predictivo negativo.

A diferencia de lo hallado para NS5A, la glicoproteina de envoltura E2 del HCV no

mostro diferencias aminoacidicas entre pacientes RVS y NR en el dominio PePHD (Figura

4.13) no hallandose asociacidén en el numero de mutaciones y la respuesta al tratamiento

(p>0.05). Se observd ademds, un alto grado de conservacion del dominio entre los

diferentes aislamientos de los pacientes bajo estudio, mientras que en las regiones

flanqueantes se pueden apreciar variaciones entre las secuencias.
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Figura 4.13: Secuencias aminoacidicas de la porcién amplificada de la regién E2 de los 19
pacientes HIV-HCV coinfectados. El dominio PePHD se halla encuadrado. Los pacientes 6, 13 y
14 resultaron ser RVS, mientras que los pacientes 1, 2, 3,4, 5,7, 8,9, 10, 11, 12, 15, 16,17, 18y
19 fueron NR. La secuencia de referencia M62321 se utilizd para comparar el nimero de
mutaciones. La secuencia HCV-J (D90208) también se incluy6 en el alineamiento.

4.5. Evolucién molecular del HCV y analisis de la compartimentalizacion durante
el tratamiento con peg-IFN+RBV

Con el objetivo de analizar la evolucién molecular del HCV-1a en pacientes con HIV
durante la terapia con peg-IFN+RBV, se estudiaron antes y durante el tratamiento 11
pacientes infectados con el HCV-1a, no respondedores, coinfectados con HIV y se los
compard con un conjunto de pacientes HCV monoinfectados incluidos en estudios
multicéntricos previamente publicados [180, 181].

Las caracteristicas basales de los 11 pacientes HIV-HCV coinfectados de Argentina
se detallan en la tabla 4.10.

Tabla 4.10: Caracteristicas basales de los 11 pacientes HCV-HIV coinfectados

Grupo Estado
Edad Peso de CD4 de Afos con | Afos con

Paciente | Sexo | (afos) | (Kg) |Riesgo|ALT |(cel/ml)| Fibrosis HIV* HCV*
1 H 47 73 IDU | 49 | 400 4 16 16
2 H 37 77 IDU | 66 | 522 1 2 16
3 H 35 67 IDU | 99 | 817 1 15 8
4 H 39 76 IDU | 48 | 414 3 8 12
5 H 42 83 IDU | 60 130 0 12 21
9 H 51 65 HTS |105| 625 3 10 7
10 H 40 75 IDU | 97 | 303 2 21 10
11 M 38 50 IDU | 59 | 644 4 16 8
16 H 41 58 MSM | 92 | 262 1 ND ND
17 H 42 81 MSM | 191 | 957 3 21 21
19 H 42 95 IDU | 59 ND 2 5 12

*Estimado desde el diagnostico serolégico
IDU: Usuario de drogas inyectables; HTS: Heterosexual; MSM: Hombre que tiene sexo con hombres; H:
Hombre; M: Mujer

Evolucidn del HCV basado en el analisis de secuencias de la reqion 5'UTR

Se estudiaron 3 regiones gendémicas del HCV (5°'UTR, E2 y NS5A) asociadas con
la tasa de respuesta al tratamiento con peg-IFN+RBV en muestras de pacientes
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coinfectados con HIV y se las compard longitudinalmente con datos obtenidos de
pacientes HCV monoinfectados.

La region 5'UTR que contiene al IRES ha sido caracterizada como una de las
regiones que favorece el escape a las acciones antivirales del IFN [189-191]. El estudio
de esta regién durante el tratamiento podria ayudar a identificar mutaciones adaptativas
que favorezcan la resistencia. La figura 4.14 muestra una porcion del fragmento
amplificado para 5°'UTR en donde se observa una alta conservacion nucleotidica tanto
dentro de un mismo paciente (antes y durante el tratamiento) como entre pacientes
coinfectados con HIV. Al analizar secuencias de pacientes HCV monoinfectados se
observé el mismo resultado, una alta conservacion nucleotidica entre pacientes y la
misma secuencia nucleotidica antes y después del tratamiento con peg-IFN+RBV. Al
comparar las secuencias nucleotidicas entre las dos poblaciones se divisaron diferencias
en la posicién 204, observandose una mayor proporcion de citosina en pacientes HIV
coinfectados, mientras que para los HCV monoinfectados el nucleétido mas prevalente
fue la adenina (Figura 4.14).

Se estudiaron, ademas, mutaciones asociadas a la replicacidn facilitada en células
linfoideas [192]. De las tres mutaciones descriptas, asociadas al linfotropismo, ninguna
secuencia poseia las tres mutaciones concomitantemente; la mutacion G107A no se hallé
en los aislamientos de pacientes HIV coinfectados ni HCV monoinfectados. La mutacion
G243A se observd unicamente en 2 pacientes coinfectados (Figura 4.12).
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Figura 4.15: Alineamiento nucleotidico de una fraccién amplificada de la region 5'UTR de
aislamientos del HCV de pacientes HIV coinfectados antes (Basal) y durante el tratamiento con
peg-IFN+RBV (24hs, 4, 12 y/o 24 semanas) y de secuencias obtenidas de pacientes HCV
monoinfectados del estudio ViraHep antes y después del tratamiento. Se hallan recuadradas las 3
posiciones asociadas a linfotropismo. PT: post-tratamiento.

Evolucidn del HCV basado en el analisis de secuencias del gen E2

El seguimiento aminoacidico de E2 durante el tratamiento mostré que el domino
PePHD se mantuvo constante, con la misma composicidn aminoacidica. Ademas, al
comparar las secuencias aminoacidicas entre pacientes se observé la misma secuencia,
qgue a su vez, también se mantuvo entre los pacientes monoinfectados (Figura 4.15).
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Figura 4.15: Secuencias aminoacidicas de aislamientos del HCV de pacientes HIV coinfectados
antes (Basal) y durante el tratamiento con peg-IFN+RBV (24hs, 4, 12 y/o 24 semanas) y de
secuencias obtenidas de pacientes HCV monoinfectados del estudio ViraHep antes y después del
tratamiento. Se demarca el dominio PePHD. PT: post-tratamiento.

El analisis filogenético por Maxima Verosimilitud de las secuencias obtenidas
durante el seguimiento mostré6 que las secuencias de cada paciente se hallaban mas
cercanamente relacionadas a secuencias del mismo paciente que a secuencias de otros
pacientes, formandose asi un clado filogenético para cada paciente (Figura 4.16). No se
observaron diferencias filogenéticas entre los aislamientos de pacientes monoinfectados y
HIV coinfectados, infiriéndose que los aislamientos de pacientes monoinfectados y

coinfectados poseen un origen en comun y no divergen en el tiempo.
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Figura 4.16: Arbol filogenético por Maxima Verosimilitud de secuencias nucleotidicas de la region
E2. Se muestran los aislamientos de pacientes HIV coinfectados durante el seguimiento y de los
pacientes HCV monoinfectados previo y post tratamiento (PT). El soporte de bootstrap (n=100) de
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las ramas mas relevante se muestran en fondo gris. El largo de las ramas es proporcional al

namero de sustituciones nucleotidicas por sitio del alineamiento (bar=0.1 sustituciones).

Evolucion del HCV basado en el analisis de secuencias del gen NS5A

Las secuencias aminoacidicas de aislamientos del HCV de algunos pacientes
dentro del PKRBD mostraron variaciones a lo largo del tratamiento, no uniformemente
distribuidas entre los pacientes (Figura 4.17). Las secuencias aminoacidicas de
aislamientos de cada paciente parecieran tener un patrdn caracteristico, tanto aquellos
pacientes monoinfectados como coinfectados. Este patron se puede apreciar en el arbol
filogenético por Maxima Verosimilitud en donde, al igual que con E2, se observa un clado
independiente para cada paciente (Figura 4.18). De la misma manera que para E2, no se
observa un clado diferencial que distinga entre los aislamientos de pacientes HCV
monoinfectados respecto a los HIV coinfectados.
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Figura 4.17: Secuencias aminoacidicas del dominio PKRBD del HCV de aislamientos de pacientes
HIV coinfectados antes (Basal) y durante el tratamiento con peg-IFN+RBV (24hs, 4, 12 y/o 24
semanas) y de secuencias obtenidas de pacientes HCV monoinfectados del estudio ViraHep
antes y después del tratamiento. PT: Post- tratamiento.
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Figura 4.18: Arbol filogenético por Maxima Verosimilitud de secuencias nucleotidicas de la regién
NS5A. Se muestran los aislamientos de pacientes HIV coinfectados durante el seguimiento y de
los pacientes HCV monoinfectados previo y post tratamiento. El soporte de bootstrap (n=100) de
las ramas mas relevante se muestran en fondo gris. El largo de las ramas es proporcional al

numero de sustituciones nucleotidicas por sitio del alineamiento (bar=0.1 sustituciones).

Utilizando las secuencias obtenidas de GenBank del estudio HALT-C [181] del
seguimiento de NS5A durante el tratamiento con peg-IFN+RBV, se comparé el numero de
mutaciones en el PKRBD para cada tiempo (Figura 4.19). El niumero de mutaciones en el
PKRBD, comparado con la secuencia de referencia M62321, de aislamientos de
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pacientes HIV coinfectados es mayor que en pacientes HCV monoinfectados y va
aumentando a los largo del tratamiento, aunque en ningun caso las diferencias son

estadisticamente significativas (p>0.05)
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Figura 4.19: Niumero de mutaciones aminoacidicas promedio de cada tiempo de seguimiento en
pacientes HIV coinfectados y en HCV monoinfectados del estudio HALT-C.

Se calculé la heterogeneidad del HCV en base a la region NS5A en las muestras
basales pre-tratamiento tanto para aislamientos de pacientes monoinfectados de ambos
estudios multicéntricos como de aislamientos de pacientes coinfectados. No se hallaron
diferencias significativas en la heterogeneidad de pacientes HCV monoinfectados y la de
pacientes HIV coinfectados, aunque pareciera que en aquellos pacientes coinfectados con
HIV la diversidad del HCV seria menor (Figura 4.20). No obstante, futuros estudios son

necesarios para acceder a resultados mas concluyentes.
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Figura 4.20: Heterogeneidad (como entropia de Shannon) de cuasiespecies del HCV basado en
el andlisis de secuencias genomicas del gen NS5A previa al tratamiento en pacientes HCV
monoinfectados de ambos estudios multicéntricos, ViraHep y HALT-C, y de pacientes
coinfectados con HIV.

Relacion entre el numero de mutaciones en E2 y NS5A y los niveles de carga viral

De acuerdo con algunos autores [4, 193], y como se menciond con anterioridad, el
namero de mutaciones en el dominio PKRBD de NS5A estaria asociado a la respuesta a
la terapia basada en el interferén. EI mismo razonamiento fue estudiado para el dominio
PePHD de E2 [15, 194]. En secciones anteriores se estudié la relacion entre el nimero de
mutaciones en el PKRBD y el PePHD a tiempos basales y la respuesta final al
tratamiento. En esta seccién se analiza el niumero de mutaciones a lo largo del
tratamiento antiviral con el fin de correlacionarlos con los niveles de carga viral de cada
tiempo y analizar el punto en el que aparece una posible mutaciéon de escape. A su vez,
se analiza el numero de mutaciones nucleotidicas en el IRES de la regién 5°'UTR, que
también ha sido propuesta como una de las regiones que define la tasa de respuesta al
IFN [189-191] (Figura 4.21).

Se puede ver que a lo largo del tratamiento antiviral el nUmero de mutaciones en
5°UTR y el PePHD se mantiene constante mientras que para el PKRBD aumenta a
medida que los valores de ARN plasmatico disminuyen. Coincide ello con lo previamente
publicado, en donde a mayor nimero de mutaciones en el PKRBD mayor probabilidad de
respuesta a la terapia. Hay que destacar que los valores de caida de carga viral son
menores a 2 logaritmos y que el promedio de mutaciones cae solo en 1, siendo

necesarios mas estudios para poder sacar conclusiones definitivas.
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Figura 4.21: Correlacion entre la carga viral del HCV previo y durante el tratamiento (Basal, 24hs,
4,12 y 24 semanas) y el numero de mutaciones de 5°UTR (violeta) y de los dominios PePHD de
E2 (Verde) y PKRBD de NS5A (Rojo).

Tasas de sustitucion del HCV

La figura 4.22 muestra la tasa de sustitucion nucleotidica del HCV obtenido para
cada region (5'UTR, E2 y NS5A) durante todo el tratamiento. A su vez, se compararon las
tasas de sustitucion de NS5A de los pacientes coinfectados con las de NS5A de los
pacientes monoinfectados del estudio HALT-C. En concordancia con los resultados
anteriores, las tasas de sustitucion durante el tratamiento desde 5°"UTR exhibié los valores
mas bajos seguido de E2 y NS5A (Figura 4.22 A). Interesantemente, la tasa de sustitucion
mas alta se observé durante el tratamiento de los pacientes HCV monoinfectados.

Se determin6 también la variacion de las tasas de sustitucion en cada punto del
seguimiento, a tiempo basal, 24hs, 4 semanas y a fin de tratamiento (Figura 4.22 B). No
se hallaron diferencias dentro de una misma region en los distintos puntos de

seguimiento, aunque las diferencias entre las regiones estudiadas se mantienen.
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Figura 4.22: Tasas de sustitucién del HCV basado en el andlisis de las regiones 5'UTR (violeta),

E2 (verde) y NS5A de pacientes coinfectados (azul) y monoinfectados (rojo) durante todo el

tratamiento (A) y a los tiempos previo al tratamiento (basal) y 24hs, 4 semanas (W04) 12 semanas

(W12), 24 semanas (W24) de empezado el tratamiento y a fin del tratamiento (ET) (B). Las tasas

se determinaron como sustitucién por sitio por afo. CO: coinfectado; Mono: monoinfectado.

Compartimentalizacion del HCV

Ha sido publicado que el HCV puede infectar y replicar en células linfoideas [137].

Por tal motivo se decidié estudiar las variantes del HCV en CMSP de aquellos 2 pacientes

que presentaron mutaciones asociadas a linfotropismo en 5°'UTR (Figura 4.14), como

mecanismo de escape al tratamiento. Dada la alta conservacion de la region E2 intra e
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inter-pacientes, se resolvié no analizar esta regién en este compartimento. Tanto la region
5'UTR como NS5A no mostraron diferencias a nivel nucleotidico ni aminoacidico,
respectivamente, entre los distintos compartimentos (Figura 4.23). El tratamiento de los
pacientes tampoco reflej6 cambios en las secuencias obtenidas a partir de CMSP
respecto de las obtenidas de plasma. Incluso, los cambios observados en la secuencia
obtenida de plasma durante el tratamiento se observaron en la secuencia de CMSP
(Figura 4.23 B).
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Figura 4.23: Comparacion de las secuencias obtenidas de aislamientos de plasma (CO) versus las
obtenidos de CMSP (PBMC) antes y durante el tratamiento antiviral para dos pacientes en las
regiones 5'UTR (A) y NS5A (B). La secuencia prototipo del subtipo 1a (M62321) se utiliz6 como
referencia. También se incluyé la referencia 1b (D90208).

Seleccién positiva y negativa y, analisis de la heterogeneidad del HCV basado en

las secuencias de NS5A durante el tratamiento

Dado que en los pacientes HIV-HCV coinfectados la region NS5A fue la mas
variable durante el seguimiento, se decidi6 clonar y analizar la seleccion positiva, negativa
y la heterogeneidad de esta regién en cada punto del seguimiento de cada paciente. No
se observo seleccion positiva de variantes dentro del ISDR ni del PKRBD a lo largo de la
terapia, aunque si se determind seleccion negativa de algunos aminoacidos en modo

limitado a algunos aislamientos del HCV (Figura 4.24).

& ISDR
& PKRBD

 Seleccion Negativa

PSLKTCTANHDSPDAELIEANLLWRQEMGGNITRVESENKVVILDSFDPLVAEEDEREISVPAEI

Figura 4.24: Seleccion negativa de aminoacidos durante el tratamiento con peg-IFN+RBV de los
11 pacientes HIV-HCV coinfectados. Se representa el nimero de pacientes que seleccionan
negativamente un aminoacido en una determinada posicion. Se destacan las regiones
correspondientes al ISDR y al PKRBD.

Con el fin de estudiar la variacion de las cuasiespecies del HCV en base a las
secuencias de NS5A a lo largo del tratamiento se determiné la heterogeneidad para cada
punto del seguimiento. En la figura 4.25 se muestra como varia la heterogeneidad en
cada tiempo sin observarse diferencias estadisticamente significativas (p>0.05).
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Figura 4.25: Heterogeneidad de cuasiespecies del HCV en base a las secuencias de NS5A de los
pacientes no respondedores, determinada mediante la entropia de Shannon, antes (basal) del
tratamiento y a las 24 horas (24HS), 4 semanas (W04), 12 semanas (W12) y 24 semanas (W24)

de iniciado el mismo.

Conservacion aminoacidica en la constitucion de la glicoproteina E2-Analisis por
UDPS

Dada la gran conservacién aminoacidica del PePHD a lo largo del tratamiento
irrespectivamente de la coexistencia de HIV, se decidié analizar las variaciones de las
cuasiespecies del HCV basado en el analisis de este dominio mediante la técnica de
pirosecuenciacién ultra profunda, ya que por medio de este método se podran analizar las
secuencias minoritarias y la evoluciéon de las mismas a lo largo del tratamiento. Para este
analisis se analizé una poblacién de 15 pacientes antes y durante (24hs, 4 y 12 semanas)
la terapia con peg-IFN+RBV. De estos, 7 resultaron no respondedores (NR), 4
respondedores (RVS) y 4 recayeron a las 12 semanas de tratamiento (BT). En la tabla
4.11 se muestran las caracteristicas basales y de laboratorio de los 15 pacientes sin
hallarse diferencias significativas entre los promedios de edad, peso, niveles de CD4+ y
carga viral de los tres grupos de pacientes estudiados (p>0.05). Tampoco se hallé

asociacién entre el género, el grupo de riesgo y la respuesta final al tratamiento (p>0.05).

92



Resultados

Tabla 4.11: Caracteristicas demograficas y basales de laboratorio de los pacientes

estudiados.
Carga Viral
Grupo de HCV Estado de | Afos con Afos con
Paciente Género [Edad (Afos) | Peso (Kg) Riesgo tgp (U/ml) [CD4 (cel/ml) | (copias/ml) Fibrosis HIV* HCV*
BT1 H 35 60 IDU 51 860 1210020 ND 8 11
BT2 H 48 80 HTS 55 691 121912 3 ND 12
BT3 H 42 81 MSM 191 957 266123 3 21 21
BT4 H 33 72 IDU 124 376 1210710 2 5 5
NR1 H 40 75 IDU 97 303 727493 2 21 10
NR2 M 38 50 IDU 59 644 949673 4 16 8
NR3 H 41 58 MSM 92 262 3385810 1 ND ND
NR4 H 42 95 IDU 59 ND 2372610 2 5 12
NR5 H 37 77 IDU 66 522 1016630 1 2 16
NR6 H 33 64 IDU 53 479 49311 4 13
NR7 H 51 65 HTS 105 625 4597530 3 10 7
SVR4 H 49 64 MSM 36 300 5296140 ND 25 25
SVR1 M 37 54 HTS 29 476 665641 0 6 15
SVR2 H 41 80 HTS 145 329 148881 ND 12 12
SVR3 H 34 67 IDU 41 1448 5506420 ND 25 25

BT: Relapser; NR: No respondedor; SVR; Respondedor; H: Hombre; M: Mujer

IDU:Usuario de drogas inyectables; MSM; Hombres que tienen sexo con hombres; HTS: Heterosexual
ND: No determinado

*Estimado desde el diagnostico seroldgico

Se compararon las secuencias aminoacidicas parciales de la glicoproteina E2
obtenidas por secuenciacién directa de cada grupo de pacientes antes y durante el
tratamiento, observandose una alta conservacion, independientemente del grupo
analizado. No se observan cambios aminoacidicos en el PePHD ni en las regiones
flanqueantes, en un mismo paciente, durante el tratamiento con peg-IFN+RBV.

Al igual que en las secuencias de la region E2 previamente analizadas, en las
regiones flanqueantes al PePHD se observd un motivo aminoacidico caracteristico de
cada paciente (Figura 4.26). Tal fenébmeno se advierte al visualizar el arbol filogenético
por Maxima Verosimilitud (Figura 4.27). Las secuencias de cada paciente forman un clado
diferencial con un origen monofilético, observandose una distribucion de secuencias
independiente de la respuesta alcanzada frente al tratamiento.

En la tabla 4.12 se muestran los tiempos de estudio de cada paciente dentro de
cada grupo. Se analizaron tiempos previos al tratamiento (Basal), a las 24hs, 4 y 12
semanas de haber iniciado con el mismo.
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Tabla 4.12: Carga viral y viremia cualitativa del HCV para cada tiempo de estudio para

cada paciente de los tres grupos bajos estudio segun respuesta frente a la terapia.

Basal

24hs

w04

W12

CV-HCV
(Log IU/ml)

PCR

CV-HCV
(Log IU/ml)

PCR

CV-HCV
(Log IU/ml)

PCR

CV-HCV
(Log IU/ml)

PCR

BT1
BT2
BT3
BT4

6.14
6.80
6.24
7.44

POS
POS
POS
POS

4.61
5.25
5.94
5.18

POS
POS
POS
POS

<3.5
<3.5
<3.5
<3.5

NEG
NEG
NEG
NEG

6.60
6.00
6.69
7.32

POS
POS
POS
POS

SVR1
SVR2
SVR3
SVR4

6.54
7.46
5.89
5.80

POS
POS
POS
POS

5.64
6.12
<3.5
<3.5

POS
POS
NEG
NEG

<3,5
4.99
<3.5
<3.5

POS
POS
NEG
NEG

<3.5
<3.5
<3.5
<3.5

NEG
NEG
NEG
NEG

NR1
NR2
NR3
NR4
NR5
NR6
NR7

7.11
6.58
7.09
7.38
7.25
6.69
6.70

POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS

6.62
6.47
6.98
6.84
6.16
6.53
5.80

POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS

5.32
6.21
6.60
6.62
5.80
5.45
5.91

POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS

5.97
5.95
6.38
5.86
5.93
4.47
6.23

POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
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HR1_ W04 . V. V..
NR1 _Wi2 . V.o V..
NR2 BASAL 5 V. W
NR2 24HS 5 V. W
NR2 W04 5 V.oV
NR2 W12 5 VoW
NR3 BABAL 5 VoW
NR3 24HS 5 W.oWeos
NR3 W04 ¥ V.o Wes
NR3 Wi2 ¥ V.o Wes
NE4 BASAL ¥ V. Wes
NER4 24HS ¥ V.. Wes
NE4 W04 ¥ V.. Wes
NR4 W12 X V. Wes
NES5 BASAL X V. Wes
NR5 24HS X V. Wes
NR5 W04 - V.o Wan
NR5 W12 x V. Wan
NR& BASAL x V. Wan
NR6_ 24HS x V. Wan
HR&_ W04 . V. V..
NHRE&_ W12 . V.oV
NR7_BASAL A L..We.
NR7_24HS A L. W
NR7_WD4 A L. W
NR7_W12 B Lo Wis

SVR: Respondedor; BT: Relapser; NR: No respondedor
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Figura 4.26: Secuencias aminoacidicas directas de la regidon amplificada para cada tiempo
analizado de cada paciente. Se remarca el dominio PePHD. Secuencias prototipo 1a (M62321) y
1b (D90208) fueron utilizadas como secuencias de referencia.
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Figura 4.27: Arbol filogenético de Maxima Verosimilitud a partir de las secuencias directas del gen
E2 del HCV de los aislamientos de cada paciente a los diferentes tiempos del seguimiento.
Secuencias de diferentes genotipos y subtipos se denotan con puntos negros. El soporte de
bootstrap (n=100) de las ramas mas relevante se muestran en fondo gris.

Al analizar la tasa de conservacion aminoacidica en el PePHD del total de las
secuencias analizadas (39.364 secuencias) se observé que los aminoacidos de cada
posicién se conservaban aproximadamente en un 99% (Tabla 4.13). Interesantemente, la

tasa de conservacion de cada posicion se mantuvo constante a lo largo del tratamiento
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con peg-IFN+RBYV, y no se observaron diferencias entre los aislamientos de los diferentes

grupos de respuestas estudiadas (p>0.05).

Tabla 4.13: Tasa de conservaciéon de cada aminoacido del PePHD para cada tiempo de

cada grupo. Se analizaron un promedio de 872 secuencias por paciente y un total de

39364 secuencias.

Todas las SVR (n=4) BT (n=4) NR (n=7)

PePHD  secuencias Basal 24hs  WO04 Basal 24hs W12 Basal 24hs wo4 w12
(n=15) (n=4) (n=2) (n=2) (n=4) (n=4) (n=4) (n=7) (n=7) (n=7) (n=7)

R 99.6 99.5 993  99.6 99.7 99.6 99.7 99.4 99.6 99.5 993
S 99.6 99.4 99.1 99.7 99.8 99.8 99.6 99.6 99.5 99.2 99.6
E 99.7 99.5 99.3 99.7 99.6 99.7 99.6 99.6 99.5 99.4 99.6
L 99.8 99.6 99.2 99.9 99.6 99.8 99.1 99.7 99.5 99.7 99.7
S 99.6 99.4 993 999 99.5 99.4 99.3 99.4 99.4 99.5 99.6
P 99.8 99.5 99.1 99.7 99.9 99.8 99.9 99.7 99.7 99.7 99.7
L 99.7 99.3 99.5 99.5 99.7 99.7 99.9 99.6 99.6 99.7 99.6
L 99.4 99.5 99.0 99.5 99.5 99.4 98.9 99.7 99.5 99.7 99.5
L 99.7 99.1 994 9838 99.7 99.7 99.1 99.6 99.5 99.6  99.6
S 99.4 99.8 98.8 99.2 99.8 99.6 99.0 99.7 99.4 99.4 99.2
T 99.6 99.4 99.4 99.9 99.6 99.6 99.5 99.6 99.4 99.3 99.5
T 99.5 99.3 995 994 99.4 99.7 99.6 99.3 99.4 99.4  99.6

SVR:Respondedor; BT: Relapser; NR: No respondedor
n: Numero de pacientes analizados
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5. DISCUSION
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5. Discusion

La hepatitis C es una enfermedad curable [64]. Hoy en dia, el tratamiento con
interferén pegilado combinado con el analogo de nucleésido ribavirina, es el Unico
tratamiento aprobado para tratar tanto a pacientes HCV monoinfectados como
coinfectados con HIV. Sin embargo, las tasas de respuesta son sub-Optimas,
observandose una respuesta virolégica sostenida de un 36% para los genotipos 1y 4y,
un 43-73% para los genotipos 2 y 3 [47]. El costo econémico de esta terapia es una de las
barreras principales para acceder al tratamiento en paises en vias de desarrollo. El
cumplimiento del tratamiento y la aparicién de efectos adversos son cruciales para el éxito
de la terapia. Los efectos secundarios mas comunes del interferén/ribavirina son malestar
general, fiebre, mialgias, dolor de cabeza, alteracién del estado de animo (depresion,
ansiedad) y hemdlisis de gldbulos rojos [64]; que llevan a discontinuar la terapia en un 15-
25% de los pacientes [65]. Es, por lo tanto, imperioso el estudio de factores prondsticos
de respuesta al tratamiento que permitan estimar el resultado de la terapia y en base a
ello, estipular el tiempo de tratamiento redundard en mejorar la calidad de vida del

paciente asi como disminuir los costos del tratamiento.

5.1. Distribucion de genotipos del HCV en pacientes infectados por HIV. Relacion
con los niveles de carga viral plasmatica

Desde 1996, el HAART ha permitido revertir la inmunodeficiencia en la mayoria de
los individuos infectados por el HIV y ha disminuido dréasticamente la incidencia de
enfermedades oportunistas [195]. Como consecuencia, otras enfermedades hasta
entonces poco relevantes, como las hepatitis cronicas virales, han tomado mayor
relevancia. Debido a ello, el tratamiento de la hepatitis cronica C en los pacientes con HIV
es una prioridad por dos motivos fundamentales. Primero, por la mas rapida progresion a
cirrosis; segundo, por la tolerancia disminuida y el mayor riesgo de hepatotoxicidad de los
antirretrovirales en presencia de hepatitis cronica C [196].

Dado que los diferentes genotipos del HCV responden diferente al tratamiento con
IFN, modificando asi la duracién de la terapia, y teniendo en cuanta los efectos adversos y
lo oneroso del mismo [47, 60, 67], el conocimiento del genotipo a la hora de tratar al
paciente es de suma importancia como factor pronéstico.

Los resultados de esta seccion permiten ampliar y sostener los conocimientos
sobre la epidemiologia molecular del HCV ante la coinfeccion con HIV que fueran
recientemente reportados [178]. Aun sin evidenciar diferencias significativas en la
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eficiencia replicativa de los distintos genotipos evaluada a partir los niveles de carga viral,
persiste la elevada prevalencia de los genotipos 1a y 3a, con menor aporte de los
genotipos 1b y 2. Estos resultados remarcan las diferencias respecto de la distribucion de
genotipos hallada en pacientes monoinfectados por HCV, en donde el subtipo mas
frecuente es el 1b [40]. Ha sido reportado que el subtipo 1a del HCV esta sustituyendo al
subtipo 1b a lo largo de los ultimos 30 afos [197].

El genotipo 4 ha sido previamente reportado con baja frecuencia en Argentina en
pacientes con HIV [178], con lo cual era esperable la baja prevalencia hallada en esta
cohorte aunque reportes recientes hablan de un aumento de este genotipo a nivel mundial
[198-201].

No obstante, es necesario considerar que el mayor aporte de datos sobre la
epidemiologia molecular del HCV a nivel mundial proviene de estudios realizados en
pacientes monoinfectados con HCV; ante ello, la coexistencia en el mismo hospedador
del HIV plantea la posibilidad que el subtipo 1a del HCV se vea favorecido por factores
inherentes al hospedador (ruta de infeccién) y/o a posibles interacciones sinérgicas entre

los dos virus.

5.2. Epidemiologia molecular del HCV genotipo 4

El escenario del genotipo 4 del HCV es comparable a multiples epidemias
importadas en donde no hay evidencias de una red o clado de transmisién.

A diferencia de la seccidn anterior, en la cohorte analizada en este tépico, el HCV-4
se hallé en una frecuencia mayor a la esperada, observandose un aumento en la
prevalencia de este genotipo en pacientes HIV positivos de Argentina. Es de importancia
mencionar que ambos estudios se realizaron en periodos de tiempo separados por 1 ano
y que en la cohorte aqui discutida no se incluyeron pacientes de la cohorte anterior, salvo
aquellos infectados por el HCV genotipo 4 incorporados Unicamente para los andlisis de
filogenia molecular.

En general, los datos de la prevalencia del genotipo 4 del HCV, junto con la
comparacién filogenética (y su acercamiento con las cepas del HCV-4 previamente
reportadas en Argentina) sugiere que el HCV-4 no representa una introduccion reciente
en el pais, que circula en todos los grupos de transmisién y que su presencia es cada vez
mayor entre los pacientes infectados con HIV. Estos hechos se contraponen a la hipotesis
que todas las cepas del HCV-4 tuvieran una fuente comun.
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Es preciso destacar que las distintas variantes del HCV-4 halladas en Argentina no
presenta una ruta comun de infeccion como fue previamente reportado en Espana [202] o,
asociado a un perfil epidemiolégico particular [198-201]. Sin embargo, considerando el
reducido numero de pacientes infectados con HCV-4 estudiados en este punto, la
estimacion de una red de infeccidén puede verse obstaculizada.

Los diferentes subtipos del HCV-4 son variados entre los pacientes coinfectados
con HIV, siendo el subtipo 4d el predominante. Las secuencias de los subtipos 4d, 4a y
4m obtenidas de pacientes HIV coinfectados no formaron un clado dentro de cada
subtipo, lo que indicaria que estas cepas no poseen un origen en comun. No obstante, el
escaso numero de pacientes incluidos dentro de cada subtipo posterga la posibilidad de
alcanzar conclusiones definitivas.

La coexistencia de diversos subtipos de este genotipo fue descripta en regiones
geograficas con una elevada prevalencia de infecciones con el HCV-4, como en el Medio
Oriente y el norte y centro de Africa [203]. En Europa, la prevalencia del HCV-4 ha ido
incrementandose en los ultimos afos debido a la inmigracion de personas infectadas con
este genotipo [198-201]. En América Latina la informacién sobre la prevalencia del HCV-4
y de los diferentes subtipos circulantes es todavia escasa. Los grupos filogenéticos de las
secuencias de Argentina del HCV-4 parecerian tener un nexo con el HIV dado que las
vias de transmisién mas frecuentemente asociadas fueron el uso de drogas inyectables y
los hombres que tienen sexo con hombres.

El genotipo 4 del HCV, junto con el 1, son lo que presentan tasas mas bajas de
respuesta al tratamiento antiviral. El genotipo 1 es el mas prevalente en Argentina, tanto
en pacientes HCV monoinfectados como en HIV coinfectados y el genotipo 4 esta
incrementando su frecuencia en pacientes con HIV. Dado que las tasas de respuesta al
tratamiento del HCV son aun menores en pacientes con HIV, conocer la prevalencia de
los genotipos y los grupos de riesgo asociados, es de suma importancia.

Los hallazgos aqui presentados pueden ser utiles para la planificacion de un control
de las infecciones por el HCV en Argentina, en donde se reportd una baja prevalencia del
HCV-4 hasta el momento. La deteccién y caracterizacion del genotipo 4 merecen una
atencion especial.
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5.3. Epidemiologia molecular del HCV genotipo 1a

En Argentina entre otros paises del mundo, el genotipo 1 es el mas abundante
tanto para pacientes HCV monoinfectados como en HIV coinfectados, siendo el subtipo
1b el mas predominante en los primeros y el 1a en pacientes coinfectados con HIV. Para
este objetivo particular se estudié una poblacién de 25 pacientes HIV-HCV coinfectados
de Argentina con el fin de determinar relaciones filogenéticas y filodindmicas entre las
cepas del HCV-1a, basadas en las secuencias directas de las regiones codificantes para
las proteinas E2 y NS5A.

Las relaciones filogenéticas mostraron evidencias de un clado bien definido de
secuencias de Argentina (Clado Argentino) exhibiendo un origen monofilético. Este
fendmeno de “clustering” ha sido previamente reportado en Argentina con secuencias de
pacientes HCV monoinfectados con el subtipo 1b. Interesantemente, y de forma contraria
a lo que ocurrié en nuestro estudio, Di Lello y colaboradores [204], encontraron una
asociacion estadistica entre el clado monofilético y la respuesta al tratamiento con peg-
IFN+RBV. Por otro lado, y en concordancia con los puntos anteriores, no se hallaron
diferencias en las caracteristicas basales y demograficas de los respondedores y no
respondedores al tratamiento.

La distribuciéon de las cepas del HCV-1a no mostré asociacion con la via de
transmision, el tiempo de extraccibn o la respuesta final del tratamiento, aunque
considerando la cantidad de aislamientos de pacientes respondedores, se impone
incrementar el tamano de la muestra para sacar conclusiones finales al respecto. Este
escenario podria cambiar cuando un mayor numero de datos y de secuencias sean
analizados.

No se hallaron diferencias significativas entre la edad, el sexo, el valor de carga
viral plasmética y los valores de células CD4+ entre los diferentes grupos de pacientes,
indicando que el “clustering” estaria involucrado unicamente con la cepa viral que dio
origen a la infeccién en cada paciente y no con el estado inmune, o caracteristicas de los
pacientes.

La aparicién del Clado Argentino del HCV-1a en pacientes coinfectados con HIV
podria resultar del efecto fundador de una cepa inusual y de su diversificacién de un
nuevo linaje dentro del subtipo 1a del HCV circulante en Argentina.

Las secuencias del HCV-1a incluidas dentro del Clado Argentino presentaron un
patron aminoacidico caracteristico con diferencias en 10 posiciones (4 en E2 y 6 en
NS5A) con respecto a las Otras Secuencias Argentinas. Estas diferencias se localizaron
dentro de los dominios que podrian influenciar la tasa de respuesta al tratamiento (PePHD
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de E2 y PKRBD de NS5A). Ello podria tener relacion con la baja tasa de respuesta al
tratamiento observada en los pacientes coinfectados con HIV [205, 206]. Esta diferencia
aminoacidica también tuvo impacto en la unién de las moléculas de CMH-I a los péptidos
del HCV, lo que podria favorecer el escape a la vigilancia inmune en otras regiones como
fuerza de seleccion en la divergencia de los genotipos del HCV [207-209].

El analisis filodinamico de los aislamientos del HCV-1a de Argentina mostré
diferentes estadios temporales. Aquellos incluidos dentro del Clado Argentino surgieron
recientemente y el tMRCA fue estimado alrededor de 1990 con valores de HPD 95% entre
el principio de los afios ‘70 y comienzo del 2000. Estos resultados de tiempo de ancestro
comun y de densidad posterior condicen con resultados previamente publicados sobre el
origen del HCV [203, 210-212]. Recientemente fue reportado que el subtipo recombinante
BF de HIV aparecié en Sud América en los afios ‘70 [162, 213, 214]. Considerando que
todas las secuencias de HIV obtenidas de aislamientos de pacientes con HCV-1a
incluidos dentro del Clado Argentino fueron caracterizadas como recombinantes BF,
exhibiendo ademas el mismo patrén recombinante, es tangible sugerir que el origen de
este Clado Argentino del HCV esta intimamente relacionado al origen del subtipo BF de
HIV en América del Sur.

De acuerdo a nuestro conocimiento, este es el primer estudio en analizar de
manera simultanea la filodinamia del HCV y el HIV coexistiendo en un mismo hospedador.

Los resultados aqui expuestos contribuirdn a definir un panorama que permita
estudiar como el HCV-1a evoluciona en pacientes coinfectados con HIV y la forma en la

que se distribuye y se expande.

5.4. Impacto de las mutaciones en regiones gendmicas asociadas a resistencia
antiviral como elemento prondstico de respuesta sostenida a la terapia
antiviral interferén-basada

Diversos factores pronésticos de respuesta al tratamiento han sido estudiados en
pacientes HCV monoinfectados pero la aplicabilidad de los mismos en pacientes
coinfectados con HIV no ha sido aun definida [215, 216]. En ambas poblaciones
estudiadas para este objetivo no se hallaron asociaciones con los valores de carga viral
plasmatica del HCV, recuento de células CD4, sexo o edad en contraposicion a los
resultados obtenidos por otros grupos de trabajo en pacientes HCV monoinfectados [215]
y coinfectados con HIV [216]. Ha sido reportado que el HIV favorece la replicacién del

HCV en compartimentos extra-hepaticos, o que generaria un aumento en la carga viral
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plasmatica del HCV [217]. Este hecho podria explicar la falta de correlacién entre la
viremia y la respuesta al tratamiento, ya que tanto los pacientes respondedores como no
respondedores poseen elevados niveles de carga viral plasmatica.

La infeccion por el HCV induce fuertemente la actividad antiviral de los ISGs que se
expresan principalmente en el higado [218]. Sin embargo, el virus persiste, lo que sugiere
que el HCV puede bloquear o disminuir la funcion efectora de los ISGs. La infeccidn por el
HCV provoca la fosforilacion y la activacién de la PKR, que inhibe la iniciacion de la
traduccidon del factor eucariético elF2a y atenta la expresion de proteinas de los ISG a
pesar de la induccion de los ARNm. La induccion proteica de los ISG se restablece vy el
efecto antiviral del interferén se incrementa cuando la expresion de la PKR es reprimida
en las células infectadas tratadas con interferén. Mientras que la traduccién de proteinas
del huésped, incluyendo los ISGs antivirales, es suprimida por la activacién de la PKR, el
IRES del HCV no lo es. Por lo tanto, la capacidad del HCV para activar la PKR puede,
paradojicamente, ser una ventaja para el virus durante la respuesta al IFN por la
supresion preferencial de la traduccion de los ISGs [89].

Diferentes estudios tendientes a explicar la resistencia del genotipo 1 a la terapia
basada en IFN se han llevado a cabo [84]. Una fuerte correlacion ha sido exhibida entre el
numero de mutaciones dentro de la regién carboxilo terminal del gen codificante de la
proteina NS5A, denominada region determinante de la sensibilidad al interferén (ISDR) y
una serie de aminoacidos extras formando el dominio de unién a la PKR (PKRBD) [87], y
la respuesta a la terapia con IFN. Asi, pacientes infectados con virus HCV genotipo 1b del
“tipo salvaje” en su secuencia ISDR no responden a la terapia basada en el IFN, mientras
que si lo hacen aquellos infectados con el “tipo mutado” del virus (definido por la
presencia de 4 o mas sustituciones aminoacidicas en ISDR) mostrando una respuesta
virolégica sostenida en el tiempo [4]. A pesar de algunos hallazgos controversiales
reportados particularmente en Europa y EE.UU. [85, 219], el ISDR y el PKRBD proveen la
primera clave sobre un potencial mecanismo especifico por el cual genotipos particulares
del HCV podrian escapar a la respuesta IFN-mediada [88]. A su vez, algunos estudios
han reportado asociaciones entre la respuesta al tratamiento y mutaciones puntuales en
las secuencias del ISDR/PKRBD [84, 220]. En concordancia con otros trabajos
previamente publicados [85, 221], en este trabajo no se hallaron mutaciones puntuales
responsables de la ausencia o no de respuesta al peg-IFN+RBV.

En modo semejante, la glicoproteina de envoltura E2 presenta una region con
homologia al sitio de fosforilacion del factor eucariético elF-2a o “PePHD” que podria
operar como un sustrato alternativo para la PKR. De este modo el HCV disiparia su
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accion enzimatica sobre el verdadero blanco de accién antiviral, el elF-2a, permitiendo
que la sintesis proteica prosiga. Esta estrategia ha sido postulada en modo restrictivo al
genotipo 1 [15].

Contribuyendo en la misma direccién, la infeccion por HIV a través de la induccién
de antagonistas de los interferones perturba la respuesta inmune antiviral innata que de
otro modo podria inhibir la replicacién del HCV, haciendo que algunos blancos celulares
resulten mas susceptibles a la infeccion por el HCV [146].

Los resultados correspondientes al primer grupo de estudio de este objetivo
sugieren que en pacientes HCV positivos, coinfectados con HIV, el nimero de mutaciones
aminoacidicas en el PKRBD y/o el PePHD, previo al tratamiento antiviral, relativo a la
secuencia prototipo de un paciente no respondedor (HCV-J o D90208), no posee valor
predictivo de respuesta virolégica sostenida a la terapia basada en IFN. Por lo tanto, a
pesar de la presencia de mutaciones en el PKRBD que puedan afectar la capacidad de
NS5A de interactuar con la PKR celular e inhibirla como efector antiviral inducido por el
IFN, otros factores podrian ser necesarios para aumentar el efecto del IFN y alcanzar una
respuesta sostenida en pacientes HIV-HCV coinfectados.

En ausencia de una terapia antiviral especifica, el HCV podria exhibir variantes
genomicas homogéneas en los diferentes compartimentos. El grado de similitud entre las
secuencias directas del HCV observadas en plasma y en CMSP merece considerar que
los pacientes incluidos en este estudio se hallaban bajo terapia anti-retroviral,
presentando un estado similar de la infeccion por HIV, sin severo inmunocompromiso, por
lo que resulta esperable una baja variabilidad de cuasiespecies del HCV [147]. Sin
embargo, es probable que este método subestime la verdadera probabilidad de detectar
las diferentes variantes en CMSP dado que este es un enfoque muy conservador, sin
seguimiento durante y después del tratamiento y sin analizar las variantes minoritarias en
cada compartimento. Ademas, el fenbmeno de compartimentalizacion deberia ser
analizado en otras regiones del genoma donde el tropismo viral posee una influencia
critica, como por ejemplo el HVR1 (region hipervariable 1) ubicada dentro de la region
codificante para la proteina de envoltura E2. Debido a que las CMSP podrian servir como
un punto critico para la interaccion directa entre HIV y HCV, un examen mas detenido de
este compartimiento deberia llevarse a cabo.

A su vez, dado el bajo numero de pacientes analizados, con diferentes subtipos del
genotipo 1 y sin seguimiento durante el tratamiento, es fundamental para poder obtener
un acercamiento mas acabado, estudiar una poblacion con un mayor numero de

participantes infectados con un mismo subtipo del HCV.
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Tanto en la poblacién | como en la poblacién Il se observé que el dominio PePHD
de la glicoproteina E2 en aislamientos del HCV de pacientes de Argentina es altamente
conservado en el genotipo 1, no observandose diferencias estadisticamente significativas
en el numero de mutaciones y la respuesta final del tratamiento, lo cual coincide con los
hallazgos descriptos para la poblacion de EE.UU. y por otros autores [206, 222]. Estos
resultados sugieren que el dominio PePHD carece de valor para ser utilizado como
marcador pronostico de respuesta al tratamiento con peg-IFN+RBV.

De manera contraria, la region NS5A estudiada en la poblacién Il mostré una
relacion entre el nimero de mutaciones en el ISDR y el PKRBD vy la respuesta al peg-
IFN+RBV, contradiciendo los resultados expuestos para la primera poblacion, pero
concordando con otros autores respecto del niumero de mutaciones estimados para
predecir una respuesta viroldgica [4, 223].

Diversos argumentos pueden describirse para salvar estas diferencias halladas en
la regidon NS5A entre las dos poblaciones estudiadas, siendo una de ellas la diversidad de
genotipos y subtipos hallados y comparados conjuntamente en la poblaciéon I. En la
poblacién Il se analizé un grupo homogéneo de pacientes infectados con el subtipo 1a del
HCV, mientras que en la poblacion | se analizaron 5 pacientes infectados con el subtipo
1a y 3 con el subtipo 1b. Las diferencias aminoacidicas basales entre los subtipos puede
generar errores a la hora de diferenciar entre una mutacion puntual o un cambio
caracteristicos de cada subtipo.

En el mismo sentido, el uso de diferentes secuencias de referencia (y de diferentes
subtipos) para comparar el numero de mutaciones puede generar discrepancias. Para la
poblacién de Estados Unidos se utilizd6 una secuencia de referencia caracterizada como
subtipo 1b (HCV-J o D90208), mientras que para la poblacion Argentina se utilizd una
secuencia prototipo correspondiente al subtipo 1a (M62321).

El nimero de pacientes respondedores analizados en las dos poblaciones es muy
bajo con respecto a los no respondedores (3 de 8 en el grupo de EE.UU. y 3 de 19 en al
grupo de Argentina) lo que puede generar imprecisiones ante las estimaciones
estadisticas por comparacién entre las dos condiciones.

Ademas, han sido publicados resultados contradictorios entre el numero de
mutaciones en el ISDR y el PKRBD vy la asociaciéon con la respuesta al tratamiento,
habiéndose publicado para poblaciones de Europa y EE.UU. la ausencia de correlacion
entre estos factores [85, 86]. A su vez, las cepas virales pueden adaptarse a una

poblacién particular y a un sistema inmune con implicancias asociadas a factores
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poblacionales, dando lugar a la variabilidad y diversidad viral observada alrededor del
mundo [37, 137].

Debido a esta variabilidad y diversidad viral y a los resultados contradictorios
hallados entre la asociacién del numero de mutaciones en el ISDR y el PKRBD vy la
respuesta virologica, se podria plantear la posibilidad de utilizar las secuencias de NS5A
como marcador pronostico de respuesta al tratamiento en poblaciones particulares en
donde haya sido confirmada esta asociacion.

5.5. Evolucién molecular del HCV y analisis de la compartimentalizacién durante
el tratamiento con peg-IFN+RBV

Como se menciond en otras oportunidades, la Unica terapia efectiva y permitida
para tratar las infecciones por HCV en pacientes coinfectados con HIV es la combinacion
del interferén pegilado con la ribavirina. Sin embargo, la tasa de respuesta virolégica
sostenida es de aproximadamente un 36% para aquellos pacientes infectados con el
genotipo 1, mientras que para los infectados con los genotipos 2 y 3 la tasa va de un 43 a
un 73% [47].

Muchos investigadores han estudiado factores virales y del hospedador que
podrian afectar la respuesta al tratamiento [224]. Los factores del hospedador, incluyendo
la inmunidad innata y la variabilidad genética en el alelo IL28b, han mostrado un
importante rol en el control de las infecciones por HCV [225]. Uno de los factores virales
mas influyente es el genotipo, aunque no es el Unico. Varias regiones genémicas del HCV
fueron caracterizadas en afectar la respuesta final del tratamiento, siendo las regiones del
IRES (en el 5°"UTR), el PePHD (en la proteina E2) y el ISDR y el PKRBD (en la proteina
NS5A) algunas de ellas [226-230].

En esta seccion se analizé la evolucién del IRES, el PePHD y el PKRBD del
subtipo 1a del HCV en 11 pacientes coinfectados con HIV que no respondieron al
tratamiento con peg-IFN+RBV con el fin de determinar la injerencia que tiene cada region
en la resistencia.

En contraste con trabajos previos [182, 231, 232], aqui se muestra que las
secuencias nucleotidicas del IRES y aminoacidicas del PePHD, permanecen sin cambios
durante el tratamiento antiviral, siendo estas secuencias practicamente idénticas entre los
diferentes pacientes. De alli se desprende que estas regiones no tendrian relacion directa
con el escape a la terapia en aquellos pacientes no respondedores.
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A diferencia de las dos regiones antes mencionadas, el PKRBD presentdé cambios
aminoacidicos durante el tratamiento, pero no se hall6 asociacién entre ellos y la
resistencia a la terapia, aunque todas las muestras poseian 4 0 menos de 4 mutaciones
en el mencionado dominio. Al compararse la diversidad de las secuencias basales del
HCV entre pacientes monoinfectados y coinfectados, se hallé6 que aquellos aislamientos
de pacientes monoinfectados presentaban un mayor numero de variantes que aquellos
obtenidos de pacientes coinfectados. Estos resultados coinciden con los publicados por
otros grupos de investigacién en donde se observa que el HCV es menos variable cuando
coexiste con HIV [147, 233, 234]. Esto podria deberse a que las células T anti-HCV
especificas se hallan en menor proporcion en pacientes coinfectados con HIV que en
monoinfectados con HCV [235]. Durante el tratamiento con peg-IFN+RBV, la presion de
seleccidn aumenta en tanto se recupere la respuesta celular T HCV-especifica, facilitando
asi la emergencia de cuasiespecies, lo que explicaria el incremento de mutantes durante
la terapia, aunque probablemente no sean responsables del escape y la resistencia al
tratamiento.

El presente es el primer reporte donde se comparan concomitantemente las
regiones gendmicas correspondientes al IRES, el PePHD y el PKRBD entre pacientes
HCV monoinfectados y HIV coinfectados antes y durante el tratamiento con peg-
IFN+RBV. Las relaciones filogenéticas basadas en las diferentes regiones genémicas del
HCV analizadas por Maxima Verosimilitud a partir de pacientes NR coinfectados con HIV,
aparecen cercanamente relacionadas con aquellas secuencias de pacientes NR de
pacientes HCV monoinfectados, lo que sugiere un origen filogenético comun y la ausencia
de divergencia en el tiempo.

Al comparar las secuencias nucleotidicas y aminoacidicas de las porciones
amplificadas para cada gen, tampoco se observaron diferencias entre los dos grupos
estudiados. Estos resultados demuestran que la coinfeccién con HIV no favorece directa o
indirectamente, la aparicion de nuevas cepas del HCV. Teniendo en consideracién que
estos estudios fueron llevados a cabo con secuencias parciales de tres regiones
gendémicas, para obtener una conclusion definitiva se impone realizar estudios con
secuencias completas del virus. A su vez, el numero de secuencias de cada grupo
deberia incrementarse de modo tal que se aumenten las probabilidades de
reconocimiento de secuencias emparentadas.

Ha sido reportada la replicacién del HCV en reservorios extra-hepaticos, incluyendo
a las células linfoideas [217]. Asi, tales sitios podrian actuar como reservorios de la
infeccién por HCV y de esta manera escapar al tratamiento antiviral y contribuir a las
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enfermedades observadas en pacientes infectados con HCV [100, 236]. Con el fin de
determinar si cepas resistentes al peg-IFN+RBV se seleccionan en las CMSP, en este
estudio se amplificaron las regiones genémicas 5'UTR y NS5A a partir de aislamientos de
CMSP de pacientes coinfectados con HIV que presentaron mutaciones asociadas a
linfotropismo en los aislamientos de plasma. El andlisis de las regiones gendmicas 5'UTR
y NS5A asi como el aminoacidico de ésta ultima puso en evidencia que las secuencias se
mantenian invariantes, independientemente del compartimento analizado en los diferentes
tiempos de andlisis. Estos resultados sugieren que las CMSP se hallarian en contacto con
las mismas cepas (segun las regiones aqui analizadas), que el tratamiento con peg-
IFN+RBV poseeria el mismo efecto en ambos compartimentos y que la terapia no
seleccionaria variantes resistentes existentes en las CMSP.

La replicacion del HCV en sitios extra-hepéticos implica poner en evidencia la
presencia de ARN de cadena negativa del HCV en estos tejidos, considerando a tal
estado gendmico como el intermediario replicativo. Sin embargo, muchos de estos
estudios se han realizado en relativamente pocos pacientes monoinfectados con HCV y
han dado lugar a resultados contradictorios [93, 149, 237, 238]. Un estudio reciente,
usando muestras longitudinales de 5 pacientes HIV-HCV coinfectados, mostr6 evidencias
de compartimentalizacién y evolucion del HCV en CMSP [217]. Aunque la replicacién del
HCV en CMSP ha sido previamente descripta, el significado y la relevancia de este
reservorio no ha sido, todavia, bien establecido. Existe un nivel desproporcionadamente
alto de deteccién de la cadena positiva del HCV en las células linfoideas respecto al de
cadena negativa [93]. Recientemente se ha reportado que el HCV en las CMSP de
pacientes coinfectados con HIV se encuentra predominantemente adsorbido a la
superficie de las células [239]. De esta manera, se podria suponer que las secuencias
obtenidas de aislamientos virales desde células linfoideas podrian ser el resultado de la
caracterizacion de virus adsorbidos a la superficie celular, en lugar de ser variantes con
tropismo por las CMSP. Esto podria explicar la similitud hallada en las secuencias de las
regiones 5'UTR y NS5A para ambos compartimentos. A su vez, para poder determinar la
diversidad en cada compartimento, el andlisis de clones seria condicién sine qua non,
tanto para la regidn NS5A como para regiones hipervariables, como las existentes en las
regiones codificantes para las glicoproteinas de envoltura E1 y E2.

En este estudio, se sugiere que el tratamiento con peg-IFN+RBV no impacta en la
variabilidad de las regiones del IRES, el PePHD y el PKRBD de pacientes no
respondedores coinfectados con HIV, con lo cual la respuesta sostenida podria estar mas
asociada a factores del hospedador que a factores virales.
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Como se mencion6 anteriormente, el HCV es un virus ARN y como tal posee una
replicacion rapida y dado a la falta de actividad proofreading en la ARN polimerasa, posee
también una alta tasa acumulacién de mutaciones que va de 0.4 x 10° a 1.2x10®
sustituciones por base, por sitio, por afo [203, 240, 241]. Esta alta tasa de sustituciéon se
vio reflejada en las secuencias flanqueantes al PePHD, en donde cada aislamiento poseia
una secuencia aminoacidica caracteristica, diferente a la de los otros aislamientos.
Notablemente, el dominio aminoacidico PePHD se encontr6 extremadamente conservado,
observandose menos de un 1% de cambios aminoacidicos por posicion.

Varios autores han sugerido que este dominio podria estar involucrado en la
resistencia a la terapia IFN-basada [182, 232], aunque este tema sigue siendo
controversial [206, 222].

Taylor y col. [15] describieron que la delecion de aminoacidos en el PePHD de
cepas del HCV-1, disminuye de manera significativa la capacidad de unirse a la PKR,
mientras que la region C-terminal truncada de la proteina E2 pierde completamente la
capacidad de union y de inhibicion de la PKR. Estos hallazgos indican que otras regiones
diferentes al PePHD, incluidas dentro de la porcion C-terminal de E2, podrian interactuar
con la PKR y poseer un posible rol en la supresion de su actividad, permitiendo el escape
a la terapia antiviral. Por lo tanto, las regiones flanqueantes al PePHD podrian estar
implicadas en la resistencia al tratamiento, aunque este estudio mostré6 que estas
regiones también son conservadas durante el tratamiento y no se hallaron variantes
minoritarias emergentes durante el mismo.

Gaudy y col. [222] reportaron una gran conservacién en el PePHD en pacientes
monoinfectados con el subtipo 1b del HCV y tampoco hallaron asociacién alguna entre las
mutaciones en el PePHD vy la respuesta a la terapia. De manera similar, por andlisis ultra-
profundo de los aislamientos del HCV de pacientes coinfectados con HIV, una extremada
conservacion aminoacidica fue hallada para esta region en pacientes respondedores, no
respondedores y aquellos que recaen durante la terapia, observandose mas de un 99%
de conservacién aminoacidica por posicién. Asimismo, el analisis ultra-profundo nos
permitié identificar variantes minoritarias que por clonado convencional no hubieran sido
posibles identificar, ya que estas estan presentes en menos del 1% de las secuencias
analizadas. El rol de estas poblaciones y como podrian influenciar la respuesta al
tratamiento con peg-IFN+RBV todavia no es clara y amerita posteriores estudios.

Este alto grado de conservacion en el dominio PePHD pareceria no estar asociado

con la resistencia al tratamiento, pero podria estar involucrado, al igual que otros dominios
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de E2, en funciones especificas como la inhibicién de la apoptosis [242] o la unién a CD81
que permite la entrada del virus en la célula [243].

Finalmente, el dominio PePHD del HCV-1 no estaria involucrado en la resistencia
al peg-IFN+RBV en pacientes coinfectados con HIV, por lo tanto, su uso como marcador
prondstico de respuesta a la terapia seria inapropiada para esta poblacion.
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La coinfeccion con HCV en pacientes infectados por HIV es un hallazgo frecuente
en virtud de las similares vias de transmision que presentan estos agentes (sexual,
parenteral y vertical). Sin embargo su prevalencia parece diferir considerablemente al
circunscribir su estudio a distintos grupos en riesgo y diferentes regiones geograficas.

La presencia de HIV modifica la historia natural de la infeccion por HCV vy la
respuesta a la terapia basada en el interferén es menor en pacientes coinfectados que en
HCV monoinfectados.

La presente tesis tuvo como objetivo entender el impacto de la variabilidad del HCV
antes y durante el tratamiento con peg-IFN+RBV en pacientes con HIV con el fin de
identificar factores prondsticos de la respuesta al tratamiento y de caracterizar posibles
mutaciones o reservorios que permitan el escape del virus.

En primer lugar, de la realizacién de un estudio epidemiologico en el Centro
Nacional de Referencia para el SIDA se determind que el genotipo del HCV mas
prevalente en pacientes con infeccion por HIV es el 1, siendo éste, a su vez, el genotipo
de mayor prevalencia a nivel mundial y el que peor respuesta al tratamiento antiviral
presenta. A su vez, el subtipo hallado en mayor proporciéon fue el 1a, resultado
contrapuesto a lo reportado previamente en pacientes HCV monoinfectados, en donde el
subtipo mas prevalente es el 1b. La epidemiologia molecular del subtipo 1a del HCV
desde pacientes coinfectados con HIV de Argentina puso en evidencia la presencia de un
clado definido. Los estudios de ancestro comun para este grupo de secuencias y los
analisis filogenéticos para los aislamientos de HIV de los mismos pacientes sugiere que el
surgimiento de este nuevo clado estaria asociado a la emergencia de la cepa
recombinante BF de HIV. Este hecho explicaria el aumento de la frecuencia del subtipo 1a
observada en pacientes coinfectados con HIV y ayudaria a entender la epidemiologia del
HCV en pacientes con HIV.

De un relevamiento de datos del mismo estudio epidemioldgico se confirmaron los
resultados previamente descriptos, siendo llamativo el aumento del HCV genotipo 4 ya
que este genotipo fue descripto principalmente en Egipto y Africa Central. La
epidemiologia molecular de este genotipo por medio de inferencias filogenéticas describe
la presencia de 3 subtipos distintos, siendo el subtipo 4d el mas prevalente, seguido por el
subtipo 4a y el 4m. No se hallaron relaciones filogenéticas entre los diferentes subtipos ni
asociaciones entre los subtipos y las diferentes vias de transmision expuesta por los
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pacientes, pero el aumento de este subtipo dificil de tratar constituye un problema de gran
magnitud en la poblacion coinfectada con HIV.

Los estudios del HCV a nivel molecular en el dominio PePHD demuestran que el
uso de esta regibn como marcador prondstico de respuesta al tratamiento resulta
inadecuado dada la alta conservacion en las secuencias aminoacidicas entre los
diferentes grupos de pacientes, independiente de la respuesta final al tratamiento o el pais
de origen de la muestra. A su vez, esta conservacion se observd también a lo largo del
tratamiento, y los analisis gendmicos de poblaciones virales minoritarias empleando la
técnica de pirosecuenciacion ultra profunda mostraron un porcentaje de conservacion de
cuasiespecies de este dominio de mas del 99%.

Con respecto a la region NS5A, incluyendo al ISDR y al PKRBD, se observé que
dependiendo de la poblacién de estudio, el uso de las mutaciones de estos dominios
como marcadores pronosticos de respuesta podria ser factible.

Los estudios de evolucion de los pacientes no respondedores al tratamiento
mostraron que el peg-IFN+RBV no selecciona per se variantes de escape y que la
coinfeccion con HIV no afecta la variabilidad del HCV en estos dominios.

El HCV caracterizado en células mononucleares de sangre periférica y plasma de
un hospedador dado no exhibi6 evidencia de compartimentalizacion en un tiempo dado de
analisis, permaneciendo con alto grado de identidad aun bajo la presion ejercida por la
terapia.

Por ultimo, independientemente de las poblaciones estudiadas, no se hallaron
correlaciones entre factores viroldgicos del HCV (carga viral, nivel de heterogeneidad de
cuasiespecies), y status inmune (niveles de linfocitos T CD4+) del hospedador infectado
con HIV-1. Mas aun, la infeccién por HIV tampoco pareceria impactar sobre la variabilidad
del HCV antes y durante el tratamiento antiviral.

Los resultados de esta tesis contribuyen a la epidemiologia del HCV en pacientes
coinfectados con HIV y ayudan a dilucidar los mecanismos por los cuales los pacientes
coinfectados con HIV responden en menor medida al tratamiento con peg-IFN+RBV
respecto de los pacientes HCV monoinfectados.
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7.1 Anexol

Formulario de Informacién y Consentimiento para el Paciente

Titulo del Estudic Analisis de factores viroldgicos y moleculares asociados a
la respuesta al tratamiento con interferén pegilado y
ribavirina de la hepatitis C

Investigador: Dr. Jorge Quarleri
Centro Nacional de Referencia para el SIDA, UBA.

Médica Natalia Laufer.
Hospital Juan A. Fernandez

Introduccion

A usted se lo esta invitando a participar en un estudio de investigacion clinica. Para
decidir si desea 0 no ser parte de esta investigacidén, es importante que comprenda los
riesgos y beneficios asociados con el mismo para poder tomar una decisién informada.
Esto se denomina consentimiento informado. Este formulario de consentimiento le facilita
informacion que su médico en el estudio le explicara. Se le solicitara que lea este
formulario de consentimiento y que le pregunte al médico o personal del estudio todo
aquello que no entienda. Una vez comprendida la informacion y si decide participar, se le
solicitara que firme y feche este consentimiento y se le entregara una copia del mismo.

Propdsito

A usted se lo esta invitando a participar en este estudio debido a que es HIV-seropositivo
y presentar asimismo una infeccién cronica por el virus de la hepatitis C (HCV). El
objetivo principal de este estudio es evaluar si la caida de la cantidad de virus de la
hepatitis C en su sangre durante las primeras 24 horas de tratamiento con interferdon
pegilado y ribavirina que su médico le haya indicado.

En este estudio participaran aproximadamente 60 pacientes de mas de 18 anos de edad
infectados con HIV y HCV.

Duracion del Estudio

La duracién estimada del estudio serd de 72 semanas (1afo y medio).

Procedimientos a ser Sequidos durante el Estudio

Si usted decidiera participar en este estudio, se le solicitara concurrir al hospital / clinica
para una visita antes de comenzar el tratamiento para determinar si usted cumple con los
requisitos necesarios para participar en el mismo. En esta visita se le solicitara que lea y
firme el consentimiento informado.
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En este estudio habra un grupo de tratamiento. Todos los pacientes recibiran el
tratamiento con interferon pegilado (alfa 2a o alfa 2b) y ribavirina segun la indicacion de su
médico.

Se le extraeran aproximadamente diez cucharaditas (alrededor de 45 ml) de sangre para
pruebas de laboratorio (incluida hematologia y quimica sanguinea), determinacion de
carga viral (cantidad del HCV en su sangre), recuento de CD4 (células del sistema
inmunitario destruidas por el HIV). No habra ningun nombre que lo identifique en ninguna
de sus muestras de sangre. Se lo someterd a un examen fisico completo y se le tomaran
y registraran sus signos vitales, talla y peso. Ademas, el personal a cargo del estudio le
preguntara sobre sus antecedentes clinicos y empleo de drogas/medicacién en el pasado
o en el presente, incluidos los medicamentos antivirales que haya tomado o esté
tomando.

Durante el estudio, se le extraera sangre para determinaciones de carga viral del HCV, 5
minutos antes de la primera inyeccion de interferdn pegilado y ribavirina, 24 siguientes a
comenzar el tratamiento, y luego en la semanas 4, 12,24, 48 y 72.

Los resultados de estas evaluaciones de laboratorio estaran disponibles para usted una
vez que el equipo del estudio los reciba.

Si usted decidiera interrumpir definitivamente su participacién en el estudio antes de
completarse la investigacion, se le solicitara que concurra al hospital / clinica para que el
médico encargado del estudio le pueda practicar una evaluacién adicional. Durante esta
visita serd sometido a los siguientes procedimientos: examen fisico completo, medicion
de signos vitales, determinacién de la carga viral del HCV. Ademas, se le extraera sangre
para evaluaciones rutinarias de laboratorio.

Responsabilidades

Como participante en esta investigacion, sera su responsabilidad concurrir al hospital /
clinica para todas las visitas programadas del estudio, tomar la medicacién en la forma y
frecuencia prescripta, y retornar todos los frascos de la medicacion en estudio, estén
vacios o no, al personal a cargo del estudio.

Nueva Informacion

Usted sera informado por escrito sobre toda informaciéon nueva de importancia que pueda
afectar su seguridad o su decision de continuar participando en el estudio. En tal caso, se
le solicitara que firme un nuevo formulario de consentimiento informado (modificado) para
documentar que esta al tanto de esta nueva informacién.

Posibles Beneficios

Es posible que usted no reciba beneficio alguno del tratamiento en estudio. Sin embargo,
la informacién obtenida de esta investigacion podria beneficiar a otros al permitir un mejor
conocimiento sobre la relacion entre la respuesta temprana al tratamiento con interferén
pegilado y ribavirina y su potencial para definir si permite definir aquellos pacientes que
responderan al tratamiento.
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Posibles riesgos

Los riesgos asociados con la extraccion de sangre incluyen dolor, hematoma (mancha
violeta en zona que ingresa la aguja), sangrado u otras molestias en el sitio de la
extraccion. Muy rara vez puede sobrevenir desmayo o infeccidn en el sitio de la
extraccion. Se tomaran las precauciones necesarias para minimizar estas dificultades.

Tratamientos Alternativos

Usted no tiene obligacién de participar en este estudio para recibir tratamiento para su
infeccién por HCV.

Remuneracion por Participar en el Estudio

Usted no recibira pago alguno por participar en este estudio.

Costos por su Participacion en el Estudio

Todas las visitas, procedimientos y pruebas de laboratorio relacionados especificamente
con este estudio seran sin cargo.

Se le proveera la droga del estudio sin cargo.

Ud. comprende que toda atencion médica no requerida especificamente para este
estudio, pero que forme parte de su cuidado médico habitual se le facturara a usted, a su
obra social o prepaga.

Participacion/Retiro Voluntario

Usted puede decidir no participar en este estudio o dejar de participar en cualquier
momento sin por ello afectar la disponibilidad o la calidad de su atencién médica presente
o futura en esta institucion. Si decide suspender el tratamiento con los medicamentos en
estudio, se le solicitara acudir al hospital / clinica para una visita de retiro prematuro (que
sera similar a sus visitas regulares del estudio).

El médico encargado del estudio, el Comité de Bioética de la Facultad de Medicina o la
ANMAT pueden dar por terminado este estudio en cualquier momento con o sin su
consentimiento. El médico encargado del estudio puede discontinuar su participacion en
este estudio en cualquier momento si él o ella lo consideran necesario, por ejemplo,
debido a efectos adversos asociados, correspondientes a su seguridad, o si usted no
cumple con sus responsabilidades en el estudio.

Divulgacién de Registros Médicos y Confidencialidad

Al firmar al pie, usted esta autorizando el acceso a la informacion clinica personal
contenida en sus registros médicos. Representantes del Ministerio de Salud, otras
autoridades regulatorias, el Comité de Bioética de la Facultad de Medicina tendran acceso
a sus registros médicos originales, a los fines de obtener informacién sobre el estudio,
asegurar que la informacidn sea correcta y controlar que la investigacion se esté llevando
a cabo en forma adecuada. Su confidencialidad sera protegida hasta donde lo permitan
las leyes y disposiciones vigentes. Si bien los resultados de este estudio podran
presentarse en conferencias o en publicaciones, nunca se divulgard su identidad en
dichas presentaciones.
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&A Quién Dirigirse para Consultas?

Para aclarar dudas relacionadas con esta investigacion, notificar sobre dafos
relacionados con la misma o para obtener informacion sobre los procedimientos del
estudio, usted podra ponerse en contacto con:

Dr.

Cervifio 3356
(1425) Ciudad de Buenos Aires
Tel. 48082627

Consentimiento Informado

He leido las declaraciones anteriores y la informacion contenida en este formulario de
consentimiento. Todas mis preguntas referentes a mi participacion en este estudio de
investigacidn me fueron contestadas. Entiendo que tengo plena libertad para decidir no
participar en este estudio de investigacion.

Autorizo la divulgacion de mis registros médicos al Comité de Bioética de la Facultad de
Medicina. Mi historia clinica no sera copiada ni retirada del hospital/clinica donde reciba
mi atencion.

Entiendo que recibiré una copia de este formulario de consentimiento firmado y fechado.
Al firmar este formulario no estoy renunciando a ninguno de los derechos legales que
tendria como participante en un estudio de investigacion.

“n

Consiento en participar en el estudio titulado .

Nombre y apellido completo
del paciente Firma del paciente Fecha
(En letra de imprenta)

Nombre y apellido completo del
testigo Firma del testigo Fecha
(En letra de imprenta)

Nombre y apellido completo
del padre/representante legal Firma del padre/representante legal Fecha

(Si corresponde)
(En letra de imprenta)

Nombre y apellido completo
del investigador Firma del investigador Fecha
(En letra de imprenta)
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7.2 Anexoll

BUENOS AIRES UNIVERSITY
SCHOOL OF MEDICINE

INDEPENDENT COMMITTEE OF RESEARCH ETHICS (CIEI-FM-UBA)

APPROVAL REPORT

Buenos Aires, October 3, 2007

Dr. Horacio Salomén
Director, National Reference Center for AIDS
Department of Microbiology, School of Medicine

Paraguay 2155 11" Floor, Buenos Aires, Argentina

Dear Dr. Salomon,

This is with reference to the project you submitted to this committee entitled “HIV-HCV
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7.3 Anexo lll

Los resultados de esta tesis fueron publicados en las siguientes revistas.

‘ CARTA AL EDITOR ACTA GASTROENTEROL LATINOAM - DICIEMBRE 2008; VOL 38: N® &4

Dist ri bucién de Ios ferentes centros de salud de la ciudad de Buenos Ai-

- - res v del conurbano bonaerense (n=221). La deter-
genOtlpos y anEIES minacién del genotipo del HCV se realizé siguien-
de ca rga Viral de‘ do la metoclo]ogia LiPA (Line Probe Assay) utilizan-

- -n = do el equipo Versant HCV Genotype Assay (Bayer,
virus de hepatltls C USA). La prevalencia del genotipo 1 alcanzé el 71%

en pacientes (n=157], en tanto que los genotipos 2, 3 v 4 se ha-
coi nfectadﬂs con el llaron en el 2% (n=5), 18% (n=40) y 2% (n=4), res-

pectivamente. Se caracterizaron 15 (V%) infecciones

virus de mixtas, implicando al menos dos genotipos diferen-

- = = = tes. Los aislamientos virales pertenecientes al geno-
Inmunodeficiencia tpo 1 (n=157) incluyeron un 59% (n=92) del sub-

humana tipo la, 17% (n=27) del subtipo 1b, 8% (n=13) im-

Plic:mdo a ambos, v el 16% (n=25) restante no pu-
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7.4 Anexo IV
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