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Coinfección HIV-Hepatitis C: análisis molecular de factores genéticos del HCV que 

influyen sobre la respuesta al interferón 

 
 

El virus de la hepatitis C y el HIV comparten las mismas vías de transmisión, lo que 

conlleva a una elevada tasa de coinfección. En este escenario, la tasa de respuesta al 

peg-IFN+RBV es más baja que en pacientes monoinfectados con HCV.  

El objetivo central de este trabajo fue estudiar si diferentes proteínas 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 infección denotó una prevalencia elevada del 

1a así como un crecimiento del 4. Ambos son conocidos por su baja tasa de respuesta al 

IFN. Se encontró una relación temporal en la introducción en Argentina del genotipo 1a 

del HCV y el subtipo BF de HIV. 

La glicoproteína E2 no dio evidencia de rol alguno en la respuesta al tratamiento. 

Dominios definidos de la proteína NS5A arrojaron resultados encontrados dependiendo de 

la población bajo estudio. La co-presencia de HIV no parece impactar en la génesis de 

variantes de escape de HCV, ni modificar la composición de cuasiespecies. No obstante 

el HCV tendría capacidad replicativa en sitios extrahepáticos 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 coinfección guardaría 

relación con la mayor presencia de genotipos 1a y 4. La proteína NS5A podría contribuir 

en tal sentido. Es necesario analizar el rol que desempeñan factores inherentes al 

hospedador. 

 

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

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 partícula viral. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

              

 

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

 La transcripción del genoma viral a partir de un largo marco de lectura genera una 

poliproteína precursora (Figura 1.2). El clivaje de este precursor da como resultado la 

formación de cuatro proteínas estructurales (core, p7 y glicoproteínas de envoltura 1 y 2) y 

seis no estructurales (NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A y NS5B) y está 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 función, necesitan de la 

interacción con otra proteína viral, NS4A, que actúa 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 proteínas estructurales como las no estructurales. A ambos extremos del único 

marco abierto de lectura (5‟ y 3‟) se encuentran dos regiones no codificantes de proteínas (UTR).  

Modificado de Dariela Micheloud. Epidemiología 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 así, la actividad proteinasa de esta enzima. NS3 es una serina 

proteasa que cliva los sitios entre NS3 y NS4A [3]. 

 La proteína NS4B es rica en residuos aminoacídicos hidrofóbicos y su función 

todavía se desconoce, aunque recientemente ha sido reportado que podría estar 

involucrada en el ensamblado viral [6]. 

 La proteína no estructural NS5A se encuentra fosforilada en los residuos serina de 

la región C-terminal. Aunque no se conoce el rol de esta proteína en el ciclo de replicación 

viral, se le han adjudicado características genéticas asociadas a la sensibilidad del HCV al 

interferón (IFN). Se ha caracterizado una región de 40 aminoácidos, denominada región 

determinante de la sensibilidad al interferón (ISDR), que junto con una secuencia 

adicional de 26 aminoácidos han sido postulados como inhibidores de la respuesta al IFN 

[4]. 

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

Se han desarrollado diversos agentes con el fin de inhibir la función de esta proteína a 
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modo de antivirales directos, aunque a la fecha su uso terapéutico no está disponible para 

todo el mundo [9]. 

 La proteína del core es rica en aminoácidos básicos y en residuos de prolina, y 

tiene la capacidad de unirse al extremo 5´ no traducible (5´UTR) del genoma viral. Esta 

proteína se obtiene por el clivaje de la porción N-terminal del precursor proteico. Esta 

acción es realizada por proteasas celulares. La proteína del core juega un rol importante 

en la regulación del crecimiento de células infectadas por el HCV, en la transformación a 

un fenotipo tumoral y en el desarrollo de carcinoma hepatocelular [10, 11]. Se ha 

reportado la interacción de la proteína 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 glicoproteínas de envoltura 1 (E1) y 2 (E2) están codificadas “río abajo” de la 

región que codifica a la proteína del core. E1 y E2 forman heterodímeros por enlaces no 

covalentes, que probablemente representan al complejo pre-brotación. También se ha 

demostrado que la proteína E2 puede interactuar con la proteína quinasa ARN-

dependiente inducible por IFN (PKR) que se activa ante la presencia de ARN doble 

cadena. En dicha interacción se implica un dominio de fosforilación homólogo al factor 

eucariótico de iniciación de la transcripción (eIF2α) por PKR que actuaría como sustrato 

alternativo. De este modo, se evadiría la acción antiviral de la PKR, permitiendo que el 

factor eucariótico permanezca desfosforilado y activo para proseguir con la síntesis 

proteica, y por ende la replicación viral [14, 15]. Junto a la proteína E2 se sintetiza una 

pequeña proteína de 7 kD llamada p7, cuya función actual es desconocida, aunque 

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

 

1.1.2. Diversidad y genotipificación del HCV 

El HCV fue identificado por primera vez en 1989 y en la actualidad se conocen al 

menos 6 genotipos diferentes y más de 70 subtipos distribuidos geográficamente [17-19]. 

La heterogeneidad genética es una característica del virus de la hepatitis C. Así 

como otros virus ARN, el HCV posee una alta tasa de fijación de mutaciones, alrededor 

de 1,44-1,92 x 10-3 cambios de nucleótido por posición genómica por año, 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 
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mismo individuo infectado, y dicha complejidad puede estar dada tanto por la infección de 

novo con una población de virus heterogénea como por la acumulación de mutaciones 

durante el curso de la infección. 

 La clasificación del HCV fue consensuada con la publicación de un trabajo en 1993 

[12, 17], el cual proponía la clasificación 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 nucleotídico 

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 combinación de ambos como 

“genotipos”. 

 

Figura 1.3: Esquema representativo de la distribución filogenética de los diversos genotipos y 

subtipos del HCV. Los números corresponden a los genotipos y las letras a los subtipos. 

Modificado de Simmons P., Journal of General Virology, 2004 [20]. 

 

 La identificación genotípica es clínicamente 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 información genotípica para establecer un tratamiento adecuado, para 

determinar la dosis a usar y el tiempo de duración del mismo [22]. 

 A pesar de que la recombinación es importante en la mayoría de los virus de ARN, 

hasta hace poco la evidencia de recombinación en el HCV era escasa [23], sugiriendo que 

estos eventos eran raros in vivo y que el resultado de la recombinación era inviable [24]. 

Sin embargo, en los últimos años, se han identificado algunos eventos naturales de 

recombinación intra-genotipo (inter-subtipo) y eventos intra-cepas, cambiando así las 
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ideas previas acerca del la ausencia de recombinación en este virus. Esta opinión se 

basaba en dos razones principales. Por un lado, hasta el año 2002 ni un solo caso 

convincente y bien caracterizado de cepas del HCV recombinante habían sido 

identificadas [25]. Por otro, la evidencia experimental sugería que la sobreinfección por 

otra cepa del HCV era imposible en las células previamente infectadas por el HCV [26]. 

Teniendo en cuenta que para que la recombinación viral se produzca es necesario que los 

dos virus diferentes infectaran la misma célula al mismo tiempo, la imposibilidad de 

sobreinfección también impidió la aparición de virus recombinantes [27]. 

  Aunque las evidencias de recombinación son escasas, sigue siendo un 

mecanismo de variabilidad viral que podría generar variantes de escape al tratamiento. 

Por lo tanto, desde que se dispone de evidencia de recombinación homóloga, la 

tipificación genómica del HCV requeriría estrictamente de la secuenciación del genoma 

completo [25]. Dada lo impráctico de ello, se recurre al empleo de técnicas de mayor 

versatilidad. Entre éstas, merecen mencionarse aquellas que se basan en el análisis de 

secuencias de un segmento amplificado del genoma viral. Ampliamente utilizada es la 

región 5´ no traducible (5´UTR), debido al uso concomitante de ella en la pesquisa del 

ARN del HCV con fines diagnósticos. Aunque esta región está altamente conservada, hay 

un conjunto de polimorfismos bien caracterizados que permite predecir el genotipo, que 

pueden ser detectados por sondas de hibridación [28, 29], cambios en los sitios de 

restricción por endonucleasas [30, 31] o por el análisis por secuenciación directa [32].  

 La genotipificación usando la 5´UTR posee más del 95% de concordancia con la 

identificación genotípica por secuenciación directa de la región NS5B (considerada como 

“gold standard”) u otras regiones codificantes del genoma [12, 33].  

Recientemente ha sido reportado que las regiones genómicas E2 y NS5A proveen 

una gran información filogenética en términos de la caracterización genotípica del HCV 

[34]. 

 La clasificación de las variantes del HCV en los 6 grupos genéticos es respaldada 

por cada uno de los principales métodos de análisis filogenético de la región del core/E1, 

NS5B y la secuencia completa del genoma. 
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1.1.3. Epidemiología del HCV 

 El HCV es responsable del 20% de las hepatitis agudas y más del 70% de las 

crónicas. La hepatopatía crónica por el HCV afecta del 1 al 3% de la población 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 infección aguda por el HCV es asintomática y 

raramente evoluciona a la forma fulminante. Tras la infección aguda, aproximadamente el 

20% de los pacientes son capaces de aclarar la viremia y por tanto curarse, mientras que 

el resto permanecerán con una infección crónica [36]. 

 Algunos genotipos del HCV se distribuyen mundialmente, mientras que otros están 

más confinados geográficamente (Figura 1.4). Los más comúnmente encontrados en los 

países del Oeste han sido clasificados como 1a y 1b para el genotipo 1, y 2a, 2b y 2c para 

el genotipo 2. Es así como los genotipos 1a, 1b, 2a, 2b, 2c y 3a se encuentran en más del 

90% de las infecciones por el HCV en América del Norte y del Sur, en Europa, Rusia, 

China, Japón, Australia y en Nueva Zelanda. El genotipo 3a se encuentra más 

comúnmente distribuido en Asia, aunque su distribución ha sido mundialmente descripta 

[20]. Otros subtipos del genotipo 3 son altamente prevalentes en Nepal, India y Pakistán. 

En Egipto se ha encontrado una gran dominancia del genotipo 4a. En África central se 

encuentran tanto genotipos 4a como otros subtipos del genotipo 4, mientras que en 

Sudáfrica el genotipo 5a predomina en el 50% de todas las infecciones. El genotipo 6 se 

ha encontrado principalmente en el sudeste asiático. Estas variantes se han distribuido 

ampliamente en los últimos 50-70 años debido a la transfusión sanguínea, al intercambio 

de agujas en los usuarios de drogas inyectables y a varios procedimientos médicos 

invasivos como las cirugías. Es por esto que la distribución de los genotipos puede variar 

significativamente entre los diferentes grupos poblacionales, aunque se encuentren 

presentes en la misma área geográfica [37].  
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Figura 1.4: Distribución 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 proporción son el 1, 2 y 3 

(Figura 1.5). Los subtipos predominantes para el genotipo 1 son, el 1b que está 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 sólo están 

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]. 

 

Figura 1.5: Distribución de los genotipos del HCV en la República Argentina.  

Modificado de Kuiken C. y col., Bioinformatics, 2005 [38]. 

 

1.1.4. Vías de transmisión del HCV 

La transmisión ocurre principalmente por exposición parenteral a sangre y 

hemoderivados contaminados. Las agujas y las jeringas infectadas son los principales 

vehículos de propagación, especialmente entre los usuarios de droga inyectables (UDI) 
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donde se dan las mayores tasas de infección [41, 42]. La transmisión del HCV por otras 

vías como, contacto familiar y contacto sexual, parece ser menos eficiente que la vía 

parenteral [43, 44]. Si la transmisión sexual sucede, una estimación razonable del riesgo 

sería del 5%, y este riesgo parece estar asociado fundamentalmente a las múltiples 

parejas sexuales más que a las parejas estables que son sexualmente monógamas. La 

transmisión 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 

transmisión perinatal del HBV, la transmisión perinatal del HCV ocurre en mujeres con 

elevada viremia, riesgo que se incrementa de manera significativa cuando la madre está 

coinfectada con HIV debido a un incremento en la carga viral del HCV a consecuencia de 

la inmunodepresión [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 mayoría de los casos de hepatitis C. Sin embargo, existe un porcentaje 

sustancial de casos (del 30 al 40%) donde la vía de la infección 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 proteínas y glicoproteínas de origen natural, 

conocidas por poseer efectos antivirales, antiproliferativos e inmunoreguladores. 

Normalmente individuos sanos no poseen elevados niveles de IFNs en circulación. Los 

IFNs aparecen en sangre en respuesta a una infección, a antígenos y a mitógenos. Este 

aumento de los IFNs en circulación constituye la primera línea de defensa contra una 

infección.  

Han sido identificadas tres clases de IFNs, designados tipos I, II y III y clasificados 

de acuerdo con la cascada de señales que desencadena el complejo del receptor. El IFN 

tipo II consiste únicamente en el producto del gen del IFN- que genera una respuesta 

inmune a patógenos diferentes a los virus. A la fecha poco se conoce sobre los IFNs del 

tipo III, aunque se sabe que regulan la respuesta antiviral y que han sido propuestos como 

los ancestros de los IFNs del tipo I [48].  
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Los IFNs del tipo III (interferón lambda [IFN-Ȝ] o interleuquinas-28/29 [IL-28/29]) 

fueron recientemente descubiertos. Se los ha caracterizado por poseer propiedades 

similares a los IFNs tipo I [49], habiéndose demostrado además que utilizan la misma 

cascada de señalización para la regulación de la expresión de genes involucrados en 

control de la replicación viral y la proliferación celular [50]. 

Los IFNs del tipo I comprenden a los IFN-α y  y son esenciales para la generación 

de una respuesta robusta contra una infección viral [51]. Así, los IFNs del tipo I son las 

primeras citoquinas producidas luego de la infección viral, lo que induce un estado 

antiviral en las células vecinas dado por una regulación positiva de los genes estimulados 

por el IFN (ISGs) [51, 52]. 

 Uno de los mecanismos de señales antivirales mejor caracterizado de los IFNs tipo 

I es el mediado por la proteína quinasa dependiente de ARNdc (PKR) [51, 53, 54]. La 

unión del ARNdc durante la replicación viral altera la conformación de la PKR, llevando a 

una dimerización y a la activación por autofosforilación. Una vez activada, la PKR fosforila 

la subunidad α del factor eucariótico de iniciación 2α (eIF-2α), inhibiendo así la traducción 

proteica e inhibiendo la replicación 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 acción del IFN y blancos de acción de las proteínas virales. El IFN 

activado por antígenos virales o el ARNdc estimula la cascada de señalización JAK-STAT que 

induce a la transcripción de los genes estimulados por el IFN. Estos activan a la PKR que fosforila 

al eIF-2α y así se inhibe a replicación viral. El HCV posee proteínas (E2 y NS5A) capaces de 

contrarrestar la acción de la PKR y así escapar a la acción 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 crónica, la terapia antiviral actual consiste en la combinación del interferón 

pegilado (peg-IFN) con el análogo de nucleósido ribavirina (RBV), que lleva a una tasa de 

respuesta virológica 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 administración subcutánea del peg-IFN 

semanalmente y RBV oral diariamente, durante 48 semanas. 

El cumplimiento del tratamiento y la aparición de efectos adversos son cruciales 

para el éxito de la terapia. Los efectos secundarios más comunes del interferón/ribavirina 

son malestar general, fiebre, mialgias, dolor de cabeza, alteración del estado de ánimo 

(depresión, ansiedad) y hemólisis de glóbulos rojos [64]; que llevan a discontinuar la 

terapia en un 15-25% de los pacientes [65] 

Diferentes factores pronóstico 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: 

 Género: Ha sido reportada una asociación entre el género femenino y la 

respuesta virológica sostenida [66], aunque en algunos casos esa 

asociación no sea estadísticamente significativa [60, 61]. 

 Edad: En todos los grandes estudios prospectivos de tratamiento con peg-

IFN+RBV se ha reportado que a los pacientes jóvenes tiene mayor tasa de 

respuesta al tratamiento, siendo los menores de 40-45 años los que poseen 

mejor pronóstico de respuesta [60, 61, 66, 67]. 

 Diversidad genética: Estudios en tejidos hepáticos sugieren que los 

pacientes no respondedores tienden a expresar grandes cantidades de ISG 
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como parte de la cascada de regulación del IFN [68-70]. Recientemente ha 

sido publicado que el polimorfismo genético cerca del gen IL28B, que 

codifica para el interferón-Ȝ-3, está altamente asociado con la respuesta al 

tratamiento [71]. 

 Parámetros histológicos: Un estado avanzado de fibrosis y cirrosis hepática 

ha sido asociado con baja respuesta al tratamiento basado en el interferón 

[66]. 

 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 virológica sostenida, independientemente el genotipo [61, 66, 67, 

72-74], así, aquellos pacientes con bajos niveles del HCV en plasma tienen 

una mayor probabilidad de responder a la terapia.  

 Genotipo: El genotipo del HCV es el factor viral pronóstico de respuesta a la 

terapia basada en interferón-α más 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]. 

 Cinética viral: Una respuesta viral rápida (RVR) determinada como la 

ausencia de ARN en plasma a la cuarta semana de tratamiento es uno de 

los factores pronósticos más importantes de RVS, siendo de un 86-100%, 

independientemente del genotipo [76, 77]. La ausencia de una respuesta 

viral temprana (RVT), definida como la caída en 2 o más Log10 de la carga 

viral o ARN indetectable a la semana 12 de tratamiento, mostró una 

probabilidad de alcanzar una RVS de 0-3%, llevando a la suspensión 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 estándar de la hepatitis C crónica, la combinación de interferón 

pegilado alfa y ribavirina, las tasas de respuesta virológica sostenida se puede lograr, tan 
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sólo en aproximadamente el 50% de los pacientes. Una mejor comprensión del ciclo de 

replicación del virus ha llevado a la identificación de numerosos blancos potenciales de 

acción directa de nuevos compuestos antivirales. Los inhibidores de la proteasa NS3/4A 

son actualmente los más avanzados en desarrollo clínico. Recientemente se completaron 

estudios en fase III de los dos inhibidores de la proteasa telaprevir y boceprevir. Cada uno 

se administra en combinación con el tratamiento estándar de peg-IFN+RBV, obteniéndose 

tasas de RVS en pacientes con infección 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 proteína 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 clínicos [81, 82].  

Si bien la mejora de las actuales terapias para el HCV también se están 

desarrollando, las esperanzas futuras dependen de la combinación de antivirales de 

acción 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 peg-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 correlación ha sido exhibida entre 

el número de mutaciones dentro de la región carboxilo terminal de la NS5A, que abarca 

desde el codón 2209 hasta el 2248, y denominada por tal asociación como “región 

determinante de la sensibilidad al interferón (ISDR)” (Figura 1.7), y la respuesta a la 

terapia por IFN. Así, ningún paciente infectado con virus HCV del “tipo salvaje” en su 

secuencia ISDR respondió a la terapia basada en IFN, mientras que todos aquellos 

infectados con el “tipo mutante” del virus (definido por la presencia de 4 o más 

sustituciones aminoacídicas 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 específico por el cual 

genotipos específicos del HCV podrían escapar a la respuesta inducida por el IFN. 

Basado en la expresión heteróloga 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 así 

también de los 26 aminoácidos adyacentes (es decir desde 2209 a 2274) [87-89].  
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 En modo semejante, más cambios aminoacídicos 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 señal de localización nuclear -345 a 362- y a la región rica en prolina -PRR, 310-354-) y 

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

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.7: Proteína NS5A con sus putativas regiones funcionales. ISDR, región determinante de 

sensibilidad al interferón; ph, sitio de fosforilación; NLS, señal de localización 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-

genómicos del HCV, la presencia de mutaciones definidas en la región NS5A facilitarían la 

replicación viral [92].  

 En modo semejante, la glicoproteína de envoltura E2 presenta una región con 

homología por el sitio de fosforilación al factor eucariótico de iniciación 2α o “PePHD” 

(Figura 1.8), que actuaría ofreciéndose a la PKR como sustrato alternativo de 

fosforilación, permitiendo que la síntesis proteica prosiga (Figura 1.6). Esta estrategia ha 

sido postulada en modo restrictivo al genotipo 1 [85].   
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Figura 1.8: Proteína E2 y regiones con funciones diferenciales, PePHD: dominio homólogo a 

eIF2α de fosforilación por PKR. 

Modificado de Hoffman W. P. y col, Journal of Clinical Virology, 2004 [91]. 

 

1.1.8. Compartimentalización del HCV 

A pesar que los hepatocitos son considerados como el principal blanco celular de 

replicación del HCV, ensayos clínicos y experimentales indican que el virus también 

infecta y se replica en células de otros órganos, especialmente del sistema inmune [93-

95]. De esta manera, el HCV puede efectivamente beneficiarse de uno de los 

mecanismos más 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 observó que el HCV podía 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 y 

macrófagos [99].  

 La existencia de un reservorio viral podría estar implicada en recurrencias durante 

la hepatitis crónica, tanto después del tratamiento antiviral, aparentemente con éxito, 

como después de un trasplante de hígado debido a la cirrosis causada por el HCV [100]. 

En cuanto a la recurrencia de la hepatitis crónica, se observa que un número significativo 

de pacientes, tratados con interferón, inicialmente alcanzan niveles indetectables de ARN 

en plasma, pero recaen ya sea durante o después del tratamiento. Uno de los 

mecanismos propuestos para la recaída es que las CMSP sirven como reservorio viral de 

cepas resistentes al IFN. En algunos estudios se ha sugerido que la infección de las 

CMSP podría ser considerado como un factor pronóstico negativo con respecto a la 

respuesta de los pacientes [101-104]. 

 Se ha postulado que factores virales podrían influenciar el tropismo viral. Así, un 

estudio reciente mostró que una proporción significativa de pacientes con hepatitis C es 

coinfectado por dos o más variantes del HCV con distintas secuencias en el sitio interno 

de entrada al ribosoma (IRES), dentro de la región 5´UTR, y que poseían diferente 

tropismo celular. Así, esta compartimentalización podría 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 región 5´UTR, que favorecerían la 

replicación del HCV en células linfoideas [106, 107]. El estudio de estas mutaciones en 
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aislamientos de plasma podría predecir la infección de las CMSP y la posible respuesta 

ante la terapia IFN-basada. 

 

 

1.2 Virus de la Inmunodeficiencia Humana 

1.2.1 Características generales 

 La infección por el virus de la inmunodeficiencia humana (HIV) y su estadio final, el 

síndrome de inmunodeficiencia adquirida (sida), se han convertido en el mayor desafío de 

la salud pública de los tiempos modernos, con más de 25 millones de personas fallecidas 

y más de 33 millones de personas viviendo con HIV/sida, la mayoría 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 infección por el HIV-1 se distribuye mundialmente, mientras que la 

infección por el HIV-2 se encuentra circunscripta a la región sur del Sahara de África [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 día no hay regiones en el mundo que no hayan sido afectadas por esta 

pandemia (Figura 1.9).  

 
Figura 1.9: Mapa mundial de prevalencia de HIV en 2009 (de Reporte de epidemia mundial de 
sida 2010) [112].  

 

Según estimaciones, el número de personas fallecidas a causa de enfermedades 

relacionadas a sida está disminuyendo desde 2004, fenómeno éste que está 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 niños 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 año 2008 en forma conjunta entre ONUSIDA, 

OMS y la Dirección de Sida y ETS del Ministerio de Salud de la Nación muestran que 

aproximadamente 130.000 personas viven con HIV/sida en Argentina, de las cuales un 

50% desconocerían su situación serológica.  

En la Argentina existe una epidemia concentrada ya que la prevalencia en la 

población 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 vías de transmisión del HIV se encuentran bien definidas habiendo sido 

descriptas las vías sexual, parenteral y vertical. Las relaciones sexuales no protegidas son 

la ruta más importante de transmisión del HIV. Existen tres formas de transmisión sexual: 

vaginal, anal y oral. Esta vía de transmisión 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 infección [113]. 

También han sido descripto casos de transmisión a través de sexo oral no protegido [114], 

siendo ésta una vía de transmisión menos eficaz que las relaciones vaginales o anales 

[115]. Cuanto menor es la carga viral del HIV en los diferentes fluidos orgánicos menor es 

la posibilidad de transmisión de la infección. Inversamente cuanto mayor es la carga viral, 

mayor es el riesgo de infección [116].  

Diversos mecanismos están implicados en la transmisión del HIV por vía 

parenteral: inoculación de sangre o hemoderivados infectados, trasplante de órganos 

desde un donante infectado y maniobras con instrumentos corto-punzantes, entre los que 

se incluyen la práctica de compartir jeringas entre usuarios de drogas inyectables y los 

accidentes del personal de salud. El riesgo de contagio aumenta concomitantemente con 

el número de exposiciones, de tal forma que los usuarios de drogas inyectables presentan 

mayor riesgo según la intensidad de la drogadicción, del intercambio de jeringas usadas y 

del número de compañeros con los que se comparten [117]. Las transfusiones de sangre, 

en el caso de estar contaminadas por HIV, tendrían una eficiencia de infección del 

receptor en más del 60%-95% de los casos [118] 
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La transmisión madre-hijo puede producirse durante la gestación, el parto (75%) o 

en el amamantamiento (10-15%). Actualmente, la transmisión vertical ocurre de manera 

infrecuente en los países desarrollados. Con el tratamiento antirretroviral, la cesárea y la 

evitación de la lactancia se han conseguido tasas de transmisión muy bajas [119].   

 Los niveles de carga viral pueden predecir el riesgo de transmisión y los niveles 

más altos se detectan durante la infección aguda y en estados avanzados de la 

enfermedad producida por el HIV-1. Aún más, co-infecciones con otros agentes de 

transmisión 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 infección 

Desde un punto de vista clínico-virológico pueden distinguirse las siguientes fases 

en la historia natural de la infección por HIV: 

 Infección primaria, fase aguda o primoinfección y seroconversión: A partir del 

momento del contagio el virus se disemina rápidamente a través del organismo 

invadiendo múltiples órganos, principalmente los sistemas linfático y nervioso. A las 

2-6 semanas de la inoculación la mayoría de los pacientes tienen una carga viral 

muy elevada en el plasma, encontrándose infectados una gran proporción de los 

linfocitos CD4+ (LT-CD4+). En más del 50% de los casos, en este momento 

aparecen los signos y síntomas con manifestaciones similares a las de la 

mononucleosis infecciosa [120]. Este cuadro desaparece espontáneamente en el 

plazo de 2 o 3 semanas, quedando posteriormente el paciente asintomático 

durante varios años [121]. Entre las 4 y las 12 semanas desde la inoculación se 

detectan anticuerpos anti-HIV específicos, 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 infección, los niveles plasmáticos 

de viremia, alcanzan un estado de equilibrio (“set point”). Los LT-CD8+ son críticos 

para alcanzar ese equilibrio y enlentecer la disminución continua del 

compartimiento de LT-CD4+ [123]. 

 Latencia clínica: La infección aguda es seguida por un período de infección 

asintomática donde los pacientes generalmente no presentan signos positivos en el 

examen físico, a excepción de linfoadenopatías [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 disrupción de la arquitectura de los ganglios linfáticos. Durante esta 

etapa persiste una elevada actividad replicativa del virus, produciéndose 

diariamente 109-1010 partículas virales [125]. 

 Infección temprana sintomática: Esta etapa de la infección es conocida como 

“Clase B” según la clasificación de 1λλ3 del CDC. Comprende manifestaciones 

clínicas que denotan progresión de la enfermedad, pero que por sí solas no 

clasifican al paciente como enfermo de sida. 

 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 citotóxica anti-HIV [126]. Clínicamente, los 

pacientes presentan una grave alteración 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 opción para la supresión de la replicación 

viral y, subsecuentemente, para la reducción de la mortalidad y la morbilidad. Sin 

embargo, las drogas desarrolladas hasta el momento son incapaces de erradicar la 

infección por el HIV-1, con lo cual es necesario mantener el tratamiento de por vida. 

 En la mayoría de los pacientes se necesita la aplicación de tres o más drogas 

combinadas. Esta combinación de potentes agentes antirretrovirales permite la supresión 

de la replicación viral hasta niveles tan bajos que la aparición de variantes resistentes 

permanecen retrasadas. Como consecuencia de esto, el número de linfocitos T CD4+ se 

incrementa, llevando al sistema inmune a un grado tal que es capaz de revertir el estado 

aparente de inmunosupresión.    

 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 hepática, tanto por cirrosis como 

por carcinoma hepatocelular, entre los individuos coinfectados con HBV y HCV [127]. Es 

así que la hepatopatía crónica por el HCV y las complicaciones asociadas a dicha 

infección suponen una importante causa de morbi-mortalidad en la población HIV 

seropositiva [86]. Algunos autores han constatado que, en el momento actual, la 

enfermedad hepática 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 infección 

por el virus de la hepatitis C en dichos pacientes ha adquirido gran importancia.  

 
 
1.3  Coinfección HIV-HCV 

1.3.1. Características de la coinfección  

 El HCV puede transmitirse por vía sexual, vertical y percutánea tras exposición a 

sangre, siendo ésta la vía más eficaz. Como se explicó anteriormente, el HIV presenta 

similares vías de contagio y esto condiciona que exista una alta tasa de prevalencia de 

coinfección HIV-HCV, oscilando entre el 15 y el 40% de acuerdo a la zona geográfica y 

hasta el 90% en subgrupos de pacientes con antecedentes de adicción a drogas por vía 

parenteral o hemofílicos [130, 131].  

 El virus de la hepatitis C es aproximadamente 10 veces más infectivo que el HIV 

tras la exposición percutánea accidental, observando la seroconversión en 15-30 casos 

de cada mil exposiciones [132]. La transmisión 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 transmisión 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 relacionaría con los niveles plasmáticos de carga viral del HCV y el consumo de drogas 

inyectables [13, 111]. 

 La hepatitis crónica causada por el HCV es una de las principales causas de 

morbilidad y mortalidad en los individuos infectados por HIV en los países desarrollados, 

especialmente en áreas donde la prevalencia de adicción a drogas por vía parenteral es 

elevada. Esta relevancia clínica de la hepatopatía crónica se debe a la drástica reducción 

en la incidencia de infecciones oportunistas merced a disponerse de la terapia 

antirretroviral [127, 134, 135], así como a la rápida evolución a cirrosis en los pacientes 

HIV-HCV coinfectados y al mayor riesgo de toxicidad hepática del HAART en pacientes 

con hepatitis crónica C. 

 Los niveles de ARN del HCV, tanto en plasma como en tejido hepático son 

significativamente mayores en pacientes HIV-HCV coinfectados que en pacientes HCV 

monoinfectados [136]. Esto podría deberse al hecho que en pacientes infectados con el 

HIV, el HCV no sólo 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-hepático para la 

replicación del HCV explican el hecho que las personas coinfectadas con el HIV tengan 

un aumento en los niveles de carga viral luego de la seroconversión, dado que el HCV 

promueve la activación de las células linfoides contribuyendo al escenario de 

hiperestimulación que favorece la replicación del HIV. 

 La coexistencia de la infección por HIV y HCV en un mismo individuo crea 

complejas interacciones, cambiando la historia natural de ambas infecciones, siendo así 

que entre un 15-20% de los pacientes monoinfectados por el HCV presentan una tasa 

espontánea de limitación de la infección, mientras que algunos autores han reportado que 

esta aclaración es detectada en un 5-10% de los pacientes HIV-HCV coinfectados [138, 

139]. Las infecciones oportunistas, la coinfección con otros virus hepatotropos, el uso de 

drogas hepatotrópicas (como la terapia antirretroviral) y el abuso del alcohol son factores 

que contribuyen a acelerar la disfunción hepática en los pacientes HIV positivos. 

 En los pacientes que reciben HAART, la hepatitis crónica progresa más lentamente 

que en aquéllos con alta replicación del HIV e inmunosupresión grave. De modo contrario, 

la activación inmune persistente que ocasiona la infección crónica por el HCV parece 

facilitar la transcripción del HIV en los linfocitos T, provocando una destrucción más rápida 

de los mismos.  

 Existen datos discordantes en cuanto al efecto del HCV en la evolución de la 

infección crónica por el HIV. Mientras que algunos autores han observado una menor 

tolerancia y eficacia del tratamiento antirretroviral, así como una mayor tasa de progresión 

a sida y muerte [140], otros autores observaron que el impacto del HCV sería mínimo e 

irrelevante en el curso clínico de la infección por el HIV [15].  

 El virus de la hepatitis C podría actuar como co-factor en la progresión de la 

enfermedad causada por el HIV a través de varios mecanismos. Primero, la estimulación 

inmune causada por la infección crónica del HCV podría aumentar la replicación del HIV. 

Segundo, la infección de células inmunes por el HCV puede favorecer la depleción de 

células T CD4+ y de esta forma empeorar la recuperación de aquellos pacientes bajo 

HAART. Tercero, el HCV podría comprometer los beneficios de las drogas 

antirretrovirales debido a una mayor incidencia a la toxicidad hepática, lo que causaría la 

discontinuación del tratamiento [141]. 

 La coinfección por el HCV se ha relacionado con el aumento de la toxicidad 

hepática 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, fenómenos de reconstitución inmunológica [22] y un aumento de la 

disfunción mitocondrial [142]. 

 El 15% de los pacientes coinfectados que inician HAART deben suspender el 

tratamiento por toxicidad hepática [143]. Este riesgo es mayor en pacientes que presentan 

el genotipo 3 del HCV, que se asocia con mayor esteatosis hepática. Aunque la mayor 

parte de la toxicidad hepática es asintomática, se han descripto casos de fallo hepático 

agudo [144]. 

 

1.3.2. Resistencia a la terapia con IFN en la coinfección 

 La combinación del peg-IFN+RBV es actualmente el tratamiento de referencia para 

aquellos pacientes coinfectados con HCV y HIV [47]. En un estudio clínico multinacional, 

randomizado (AIDS PEGASYS Ribavirin International Co-infection Trial: APRICOT) se 

demostró 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 

sólo tratados con peg-IFN como monoterapia (20%) o con interferón-alfa y ribavirina 

(12%). Esto condujo a la aprobación de la primera combinación en EE.UU. y Europa para 

su uso en la coinfección 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 clínico multinacional APRICOT mostró que el peg-IFN alfa-2a más 

ribavirina es eficaz para el tratamiento de la coinfección 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 más 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 aún menor que en pacientes monoinfectados [146]. En 

razón 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 podría divergir según el éxito terapéutico, tendiendo a incrementarse en 

pacientes respondedores [147, 148]. Como consecuencia, aquellos factores predictivos 

relacionados a la heterogeneidad del HCV podrían estar directamente modificados. 
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 En personas infectadas con HIV, el virus C aumenta la tasa infección en las células 

del sistema inmunológico [137, 146, 149], lo cual refuerza la posibilidad de interacciones 

directas entre los dos patógenos. Poco es lo que se conoce respecto del rol que 

desempeñan los factores pronósticos de respuesta terapéutica que son de utilidad ante la 

monoinfección por HCV cuando HIV está también presente. 

 Considerando que la prevalencia de la coinfección es elevada entre usuarios de 

drogas inyectables, pudiendo exponerse a múltiples fuentes de contagio (y eventualmente 

de diferentes genotipos del HCV) mientras comparten agujas, se podría generar un 

escenario propicio que promueva cambios en la epidemiología molecular del HCV, lo cual 

conllevaría cambios en la respuesta a la terapia con IFN. La relación entre el genotipo del 

HCV y la progresión de la infección por HIV no es clara a pesar que estudios preliminares 

sugieren que dicho factor viral podría influenciar la historia natural de la coinfección [132]. 

 Contribuyendo en la misma dirección, la infección por HIV a través de la inducción 

de antagonistas de los interferones perturba la respuesta inmune antiviral innata que de 

otro modo podría inhibir la replicación del HCV, haciendo que algunos blancos celulares 

resulten más susceptibles a la infección por HCV [146]. 

  Definir el rol de parámetros virales seleccionados que permitan la identificación de 

respondedores y no-respondedores al peg-IFN+RBV previo al establecimiento del 

tratamiento será imperativo al momento de tomar decisiones individuales relativas al 

tratamiento. 
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2.   Objetivo principal 

Caracterizar a nivel genómico los factores virológicos del virus de la hepatitis C 

(HCV) asociados a resistencia al interferón en pacientes coinfectados con HIV.   

 

2.1.   Hipótesis principal 

El HCV y el HIV comparten las mismas vías de transmisión, lo que lleva a una 

elevada tasa de coinfección. 

Los distintos genotipos del HCV presentan diferentes tasas de respuesta al 

tratamiento basado en el interferón, siendo los genotipos 1 y 4 los que exhiben peor 

respuesta. Además, la coinfección con HIV baja aún más estas tasas de respuesta. A su 

vez, ha sido reportado que el genotipo más prevalente a nivel mundial es el 1 y que el 

genotipo 4 ha ido incrementando su distribución, observándose cada vez más reportes 

sobre la prevalencia de este genotipo en distintas regiones del mundo. 

La presencia de un menor control inmunológico ante la infección con HIV, permite 

inferir que la replicación del HCV se encuentre favorecida. Además, factores virológicos 

asociados a la resistencia a la terapia con peg-IFN+RBV, tales como variantes virales que 

exhiban proteínas NS5A y E2 capaces de contrarrestar efectos antivirales IFN-mediados, 

podrían sustentar una peor respuesta al tratamiento en los pacientes coinfectados con 

HIV.  

Caracterizar a nivel genómico las regiones reguladoras del HCV de los pacientes 

que responden y no responden al tratamiento antiviral y su evaluación como marcador 

pronóstico de respuesta podría contribuir a ajustar el tiempo de tratamiento, mejorando la 

calidad de vida de los pacientes con HCV coinfectados con HIV.  

 

Este proyecto involucra además objetivos particulares, a saber: 

 

(i) Estudiar las relaciones filogenéticas entre pacientes infectados con los 

genotipos 1a y 4 del HCV. 

 

(ii) Analizar el impacto de las mutaciones en regiones genómicas asociadas a 

resistencia antiviral, (codificantes de las proteínas no-estructural 5A -NS5A-  y, 

de la glicoproteína de envoltura 2 –E2-) como elemento pronóstico de respuesta 

sostenida a la terapia antiviral interferón-basada 
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(iii) Estudiar la complejidad y evolución de las cuasiespecies virales del HCV antes, 

durante y después del tratamiento antiviral.  

 

(iv) Examinar la presencia de correlaciones entre factores virológicos 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 

específicamente convocados para los distintos estudios. El registro de muestras se realizó 

mediante la asignación de un código 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 

información recolectada, como así también de los resultados de laboratorio obtenidos de 

acuerdo a las recomendaciones internacionales y la legislación vigente (Ley 23.798 

Nacional de Sida  y su Decreto Reglamentario). En ningún caso se registró o almacenó 

información que contuviera los nombres o número de documento de los participantes y se 

siguieron estrictamente las pautas éticas internacionales recomendadas para estudios 

epidemiológicos [142]. 

En la Figura 3.1 se muestra un organigrama de los procedimientos involucrados en 

este trabajo incluyendo los objetivos particulares de estudio, el tamaño de la población 

estudiada y las metodologías aplicadas en cada caso. 
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3.1. Distribución de genotipos del HCV en pacientes infectados por HIV. Relación 

con los niveles de carga viral plasmática. 

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 Microbiología, Facultad de Medicina, Universidad de 

Buenos Aires, a realizarse estudios por prescripción médica de pesquisa de viremia, 

genotipificación y/o carga viral plasmática del HCV. Todos los pacientes asistidos en esta 

institución 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. Así se formaron cuatro cohortes de pacientes, dos para cada análisis de 

epidemiología molecular, una para el análisis de mutaciones en regiones genómicas del 

HCV asociadas a la respuesta al IFN y una población para la evolución molecular del HCV 

durante el tratamiento (Figura 3.1). 

Los cuatro estudios contaron con la aprobación del comité de ética de la Cátedra 

de Humanidades Médicas, Facultad de Medicina, Universidad de Buenos Aires y con el 

consentimiento de los pacientes antes de su realización. 

Para los análisis estadísticos se utilizó Student t-test. Todos los análisis 

estadísticos se realizaron con el programa SPSS para Windows versión 13.0 (SPSS Inc, 

Chicago, USA). Un valor de p de 2 colas menor a 0.05 se consideró como 

estadísticamente significativo.   

 

3.2.   Epidemiología molecular del HCV genotipo 4 

En una actualización de la base de datos de pacientes que asistieron al CNRS para 

realizar análisis de genotipo del HCV durante Abril del 2008 y Mayo del 2010 (un total de 

383 pacientes), se observó un elevado número de pacientes HIV positivos coinfectados 

con el genotipo 4 del HCV. En la tabla 3.1 se muestra la distribución de genotipos, el 

promedio de carga viral del HCV, la proporción 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 más previamente obtenidos, pero no caracterizadas a nivel 

molecular, de la base de datos explicada en el punto 3.1, dando así un total de 18 

aislamientos para analizar. 
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Tabla 3.1: Distribución de genotipos y datos demográficos de los pacientes incluidos en el 

estudio. 

Genotipo HCV 1 2 3 4 Mixto
N=383 (%) 281 (73.4) 8 (2.1) 67 (17.5) 14 (3.6) 13 (3.4)

promedio de CV-HCV 
(Log UI/ml)

5.85 5.21 5.3 5.49 5.39

Mujeres/Hombres 91/190 1/7 23/44 7/7 1/12
Edad Promedio (años) 42.7 65 43.4 45.5 41  

  

 

Extracción del ARN 

 La extracción del ARN de todas las muestras de los pacientes con serología 

reactiva para el HCV, previamente caracterizadas como genotipo 4 por medio de métodos 

comerciales, se llevó a cabo a partir de 200 ȝl de plasma, siguiendo las instrucciones del 

método comercial utilizado (TRIzol, Invitrogen, USA). El producto obtenido se resuspendió 

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

 

Ensayo de retrotranscripción (RT)  

 El ensayo se realizó en dos etapas. En la primera, se incubó al ARN (8 ȝl del 

producto de extracción) con los primers específicos (0,4 pmol/ȝl) para la región genómica 

a amplificar (NS5B), y los dNTPs (10mM), a una temperatura de 65ºC durante 5 minutos. 

Esta etapa se llevó a cabo con el fin de linealizar al ARN (desnaturalizar la estructura 

secundaria) para que la hibridación de los primers y los dNTPs sea más eficiente. En la 

segunda etapa, se mezcló el producto obtenido con 200 unidades de la transcriptasa 

reversa del virus de la leucemia murina (M-MLV RT) (Invitrogen, USA) por reacción y 40 

unidades de un inhibidor de RNAsas (RNase Out Recombinant Ribonuclease Inhibitor, 

Invitrogen, USA) por reacción, más 4 ȝl del buffer estándar 5X. La reacción de 

retrotranscripción se llevó a cabo durante 60 minutos a 37ºC tras los cuales se inactivó a 

94ºC durante 15 minutos para desnaturalizar la transcriptasa reversa que podría inhibir la 

posterior amplificación mediada por la Taq polimerasa.  
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Reacciones de PCR 

 A partir de 5 l del ADNc obtenido se produjo la amplificación de la región NS5B de 

la siguiente manera: 1 U de Taq DNA Polimerasa Recombinante (Invitrogen, USA), 5 ȝl de 

buffer 10X sin Mg, 1,5 mM de MgCl2, 10 mM de dNTPs, 0,4 pmol/ȝl de cada primer más el 

volumen adecuado de agua tridestilada estéril para alcanzar un volumen final de reacción 

de 50 ȝl. 

 

Los tiempos de ciclado fueron los siguientes: 

(1 ciclo) 94º 90s 

(5 ciclos) 94º 30s  64º 45s 72º 1m 

(30 ciclos) 94º 30s  64º caída de 0.5º cada ciclo 45s 72º 1m 

(5 ciclos) 94º 30s  48º 45s  72º 1m 

(1 ciclo) 72º 10m 

 

Los primers utilizados fueron previamente descriptos [150]. 

Forward: 5´ TAT GAY ACC CGC TGY TTT GAC TC 3´  
Reverse: 5´ GCN GAR TAY CTV GTC ATA GCC TC 3´ 

 

Segunda amplificación (nested- PCR) 

 A partir del producto de primera amplificación por PCR, se realizó una segunda 

ronda de amplificación (PCR anidada o nested PCR), para optimizar tanto la sensibilidad 

de detección como la especificidad de la región genómica de interés. Posteriormente, los 

productos obtenidos se visualizaron en geles de agarosa al 1,5%, teñidos con bromuro de 

etidio. 

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

nested-PCR, con la única excepción 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 tamaño del producto de amplificado es de 401pb. 
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Secuenciación nucleotídica 

 Se realizó una secuenciación directa y automática, en ambos sentidos (Applied 

Biosystems 3100 DNA Sequencer) de la región NS5B utilizándose 1 µl de BDT, 1,5 µl de 

Buffer 5x, 1 µl de ADN y una concentración 4 µM de cada primer, llegando a un volumen 

final de 10 µl por muestra. 

 La edición de las secuencias se llevó a cabo mediante el uso del programa 

Sequencer v.4.10.1 (Gene Codes). Las secuencias de referencias de cada región y de los 

diferentes genotipos se obtuvieron de GenBank [151]. Los múltiples alineamientos de las 

secuencias se realizaron mediante el programa Mafft [152, 153]. 

 

Análisis 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 realizó con el programa Mafft [152, 153]. 

Dos sets de datos se utilizaron para realizar los análisis filogenéticos. El primero 

incluyendo 407 secuencias, se analizó por técnicas de Máxima Parsimonia y Máxima 

Verosimilitud. El segundo set incluía 117 secuencias y fue analizado mediante inferencia 

Bayesiana. El número de secuencias es menor en el segundo set debido a que fue el 

mayor número de secuencias que se pudo analizar mediante inferencias Bayesianas. 

Para los métodos probabilísticos (Máxima Verosimilitud y Análisis Bayesianos) se 

infirió el modelo de sustitución y de evolución molecular estimado de acuerdo al criterio de 

Akaike, mediante la utilización del programa JModelTest [155]. Este análisis indicó que el 

Tiempo General Reversible más una proporción cadenas invariantes y un determinado 

valor en la heterogeneidad de la velocidad de cambios de nucleotídicos o valor Gamma 

(GTR+I+G) era el modelo de evolución molecular que permite el ajuste óptimo para el 

estudio de las secuencias de los diferentes grupos de datos.  

 

Máxima Verosimilitud 

Los árboles por Máxima Verosimilitud se infirieron con el programa PhyML versión 

3.0 [156] partiendo de un árbol inicial generado por neighbor joining (NJ) y reordenado, 

luego, por medio del intercambio de ramas con el vecino más cercano (NNI) y del podado 
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y rearreglo de sub-árboles (SPR), con el fin de hallar el árbol óptimo dentro del espacio de 

búsqueda. 

 

Análisis Bayesiano 

El análisis Bayesiano se realizó con el programa MrBayes [157]. Este análisis se 

corrió dos veces en forma independiente utilizando Cadenas de Markov de Monte Carlo 

acoplada a Metropolis (MCMCMC) que mejora la capacidad de búsqueda de los árboles 

de las cadenas de Markov [157]. Se realizaron 106 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 según la calibración por defecto del programa. Diez intentos de cambio de 

estado entre las cadenas frías y calientes se realizaron cada 10 generaciones. Luego de 

descartar los árboles del burn-in (1000), se combinó el muestreo de árboles y se generó, 

mediante la regla de mayoría del 50%, el árbol consenso. La probabilidad posterior de los 

clados se estimó como la proporción de muestras que presentan algún clado en particular. 

 

Máxima Parsimonia 

Para los análisis de Máxima Parsimonia se utilizó el programa TNT [158, 159]. Se 

empleó una combinación de nuevas técnicas de búsqueda de árboles como Tree Fusing, 

Ratchet, Tree Drift y Sectorial Seach (T-R-Df-SS, respectivamente), aplicadas de manera 

sucesiva a los mejores árboles obtenidos previamente a partir de 100 secuencias de 

adición al azar (RAS) seguido de una bisección y reconexión de ramas de los árboles 

(TBR). La combinación de T-R-Df y SS se realizó 3 veces para cada evento de RAS+TBR. 

Este esquema se repitió 10 veces y los árboles resultantes se fusionaron para verificar 

que ninguna mejora en el largo de las ramas sea posible, al menos bajo estas condiciones 

experimentales. 

Se realizó un consenso de mayoría de los árboles más parsimoniosos para mostrar 

como figura representativa. 
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Remuestreo (Bootstrap) y edición de árboles 

La consistencia filogenética de los nodos individuales en la topología del árbol más 

frecuente se estimó mediante test de remuestreo (bootstrap) no paramétrico de 1000 

réplicas.  

La edición de la topología y de los nodos terminales se realizó mediante el 

programa Dendroscope V2.7.4 [160]. 

 

Análisis estadísticos 

Los análisis estadísticos se realizaron según se mencionó en el punto 3.1. 

 

 

3.3.    Epidemiología molecular del HCV genotipo 1a 

Con el objetivo de realizar una vigilancia epidemiológica del HCV-1a en pacientes 

coinfectados con HIV mediante el análisis de la diversidad molecular de las cepas 

argentinas del HCV-1a y su relación filogenética con secuencias del HCV-1a de 

aislamientos identificados en todo el mundo, se estudió un población conformada por 25 

pacientes argentinos, previamente diagnosticados, infectados con el HCV-1a y 

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 generación de relaciones filogenéticas 

forzadas ante la instauración del tratamiento por la eventual aparición de mutantes de 

escape al tratamiento. De los 25 pacientes, 5 resultaron ser respondedores y 20 no 

respondieron al tratamiento. 

 

Detección de viremia del HCV en pacientes infectados por HIV 

La presencia de ARN se determinó 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, versión 2.0, USA), con bajos niveles de detección (50 UI/ml), 

llevado a cabo según las instrucciones del fabricante; y (b) un método desarrollado en 

nuestro laboratorio consistente en una RT-nested PCR de la región 5´UTR. 
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Extracción de ARN, transcripción reversa, amplificación y secuenciación 

Se analizaron 3 regiones genómicas del HCV, la correspondiente a la 5´ no 

codificante (5´UTR) y las regiones codificantes de la glicoproteína de envoltura 2 (E2) y la 

proteína no estructural 5A (NS5A). A su vez, se realizó la amplificación de la región 

codificante de la proteína 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 región 5´UTR se amplificó únicamente para la pesquisa cualitativa del material 

genómico, sin realizarse posteriores análisis filogenéticos basados en esta región. 

La extracción del ARN y la retro-transcripción de cada fragmento amplificado se 

realizaron según los protocolos previamente explicados.  

Para la región pol de HIV se utilizó un primer específico: 

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

 

Reacciones de PCR 

 Para cada región analizada se llevaron a cabo reacciones diferentes.  

 

5´UTR 

 La amplificación de las muestras se logró con el uso de 1,25 U de T-PLUS DNA 

polimerasa (Inbio-Highway, Tandil, Argentina), 250 ng/ȝl de cada uno de los primers, 1mM 

de MgCl2, 10mM de dNTPs, buffer 10X, 5 ȝl de ADN copia obtenido con la retro-

transcripción y agua hasta completar un volumen final de 50 ȝl por tubo de reacción.   

Las condiciones del ciclado fueron:  

    (1 ciclo)     94º C 5 min 

             (40 ciclos) 94º C 45 seg  55ºC 45 seg  72ºC 45 seg  

              (1 ciclo)    72º C 10 min 

 

Los primers fueron previamente publicados [40]:  

Forward: 5´ CGT TGA GGA ACT ACT GTC TT 3´ 

Reverse: 5´ ATA CTC GAG GTG CAC GGT CTA GAC CT 3´ 
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NS5A 

 La reacción de amplificación se realizó empleando 1U de Taq DNA Polimerasa 

Recombinante (Invitrogen, USA), 5 ȝl de buffer 10X sin Mg, 2 mM de MgCl2, 10 mM de 

dNTPs, 0,4 pmol/ȝl de cada primer, 5 ȝl de ADNc, y un volumen de agua tridestilada 

estéril que complete los 50 ȝl finales de reacción por muestra. 

La amplificación se realizó siguiendo el ciclado detallado:  

   (1 ciclo) 94º C  5 min 

   (35 ciclos)  94º C  45 seg  60º C  45 seg  72º C  2 min  

   (1 ciclo) 72º 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 CAG TCT GTC AA 3´ 

 

E2  

 Las concentraciones utilizadas en este ensayo fueron, 1 U de Taq DNA Polimerasa 

Recombinante (Invitrogen, USA), 5 ȝl de buffer 10X sin Mg, 1,5 mM de MgCl2, 10 mM de 

dNTPs, 0,4 pmol/ȝl de cada primer, 5 ȝl de ADNc y un volumen de agua tridestilada estéril 

que complete los 50 ȝl finales de reacción por muestra. 

El ciclado del ensayo consiste en: 

 (1 ciclo) 94º C  2 min 

 (35 ciclos)  94º C  30 seg  60º C  50 seg  72º C  2 min  

 (1 ciclo) 72º C  5 min 

 

Los primers de este ensayo fueron diseñados en nuestro laboratorio: 

Forward: 5´ TCC AGC TKA TMA ACA CCA ACG GCA 3´ 

Reverse: 5´ AGY ARC ATC ATC CAC AAG CAG G 3´ 

 

HIV-pol 

La región se amplificó siguiendo el siguiente protocolo. Los reactivos y 

concentraciones utilizadas son los siguientes: 5 U de Taq DNA polimerasa (Invitrogen, 

USA), 0,4 pmol/ȝl de cada uno de los primers, 1,5 mM de MgCl2, 10 mM de dNTPs, buffer 

10X, 20 ȝl del producto de RT y agua hasta completar un volumen de 50 ȝl por tubo de 

reacción.  
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El ciclado utilizado fue el detallado a continuación: 

(1 ciclo)  95ºC 3 min 

(5 ciclos)  95º C  15 seg, 56º C  15 seg    72º C  1.40 min  

(30 ciclos)  90º C  15 seg, 56º C  15 seg    72º C  1.40 min  

(1 ciclo) 72º C  10 min 

 

Los primes utilizados se detallan a continuación: 

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´ 

 

Segunda amplificación (nested- PCR) 

 A partir del producto de primera amplificación por PCR, se realizaron, para cada 

región, segundas rondas de amplificación (PCR anidada o nested PCR), para optimizar 

tanto la sensibilidad de detección como la especificidad de la región genómica de interés. 

Posteriormente, los productos obtenidos se visualizaron en geles de agarosa al 1,5%, 

teñidos con bromuro de etidio. 

 

5´UTR 

 Al igual que en la reacción de PCR, se utilizaron 1,25 U de Taq-PLUS DNA 

polimerasa (Inbio-Highway, Tandil, Argentina), 250 ng/ȝl de cada uno de los primers, 1 

mM de MgCl2, 10 mM de dNTPs, buffer 10X, 5 ȝl de ADN obtenido por PCR y agua hasta 

completar un volumen de 50 ȝl por tubo de reacción. 

El ciclado utilizado para este ensayo fue el siguiente: 

(1 ciclo)  94ºC 5 min 

(35 ciclos)  94º C  45 seg, 53º C  45 seg    72º C  45 seg  

 (1 ciclo) 72º C  10 min 

 

Primers utilizados: 

Forward: 5´ TTC ACG CAG AAA GCG TCT AG 3´ 

Reverse: 5´ CAC TCT CGA GCA CCC TAT CAG GCA GT 3´ 

El producto esperado para este ensayo, visualizado en gel de agarosa teñido bromuro de 

etidio, tiene un tamaño de 250pb. 
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NS5A 

 La región se amplificó siguiendo el siguiente protocolo. Los reactivos y 

concentraciones utilizadas son los siguientes: 1 U de Taq-PLUS DNA polimerasa 

(Invitrogen, USA), 0,4 pmol/ȝl de cada uno de los primers, 1,5 mM de MgCl2, 10 mM de 

dNTPs, buffer 10X, 5 ȝl del producto de PCR y agua hasta completar un volumen de 50 ȝl 

por tubo de reacción.  

El ciclado utilizado fue el detallado a continuación: 

   (1 ciclo) 94º C  5 min 

   (35 ciclos)  94º C  25 seg   65º C  25 seg   72º C  1,30 min  

   (1 ciclo) 72º C  10 min 

 

Los primers utilizados fueron:  

Forward: 5´ TAA GGG ACA TCT GGG ACT GGA 3´ 

Reverse: 5´ CCT GGT GAT GTT GCC GCC CAT C 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 amplificación son, también, de diseño 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 amplificación se realizó en las mismas condiciones que la PCR, utilizando 3 sets 

de primers internos solapados con el objetivo de facilitar su posterior secuenciación. 

Primers forward: 5´-CAG ACC AGA GCC AAC AGC CCC-3´ 

Primers reverse: 5´-CAT TGT TTA ACT TTT GGG CC-3´ 

Tamaño 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´ 

Tamaño 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´ 

Tamaño esperado: 590pb 

 

Tamaño total del amplicón analizado: 1656pb 

Todos los primers fueron previamente descriptos por Dilernia y colaboradores en el año 

2011 [162]. 

 

Secuenciación y análisis filogenéticos del HCV y HIV 

La secuenciación y edición de las secuencias se realizaron de igual manera a la 

expuesta en el punto anterior, usándose el programa Sequencher v.4.10.1 (GeneCodes) 

para la edición 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 análisis 

filogenéticos. En todos los sets se incluyeron 260 secuencias de referencias de las 

diferentes regiones analizadas del HCV (E2, NS5A y E2-NS5A concatenadas) más las 25 

secuencias de cada región amplificada de los pacientes argentinos coinfectados con HIV. 

Para el análisis filogenético de HIV otros 3 sets de datos se analizaron, uno 

correspondiente al amplicón total de la región pol de HIV y los otros dos correspondientes 

a las fracciones puras (sin recombinación) 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 distribución de cada fracción. 

La búsqueda de los modelos de evolución molecular y los árboles por Máxima 

Verisimilitud se hicieron según lo previamente explicado. 

 

Análisis de recombinación 

Se realizó la búsqueda 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 gráficamente la conexión en la relación de secuencias en 

toda la longitud de un conjunto de secuencias homólogas alineadas. El ancho de la 

ventana y el tamaño del paso se establecieron en 100 y 20bp, respectivamente. Los 

resultados obtenidos en el análisis de recombinación fueron confirmados por análisis de 

bootscanning [165]. En este caso, una ventana deslizante de 100 nucleótidos fue 

utilizada, pasando de a 20 nucleótidos a la vez. 

Los análisis recombinantes para la región pol de HIV se llevaron a cabo usando un 

acercamiento probabilístico on-line basado en el modelo de Markov (jpHMM). Se utilizaron 

los parámetros por default [166-168]. 

 

Análisis de aminoácidos 

El programa VESPA [169] se utilizó para caracterizar los diferentes patrones 

aminoacídicos (aminoácidos atípicos) en un set de secuencias incógnita en relación con 

un set de secuencias de referencia. El programa calcula la frecuencia de cada aminoácido 

en cada posición del alineamiento incógnita y de referencia y selecciona las posiciones en 

donde el carácter más común en el set incógnita difiere del set de referencia. La 

secuencia del HCV, H77 (GenBank AF009606) fue utilizada como referencia y las 

posiciones aminoacídicas se numeraron de acuerdo a la posición de esta secuencia en la 

estructura poliproteica.  

 

Análisis comparativo in silico de la unión del complejo mayor de 

histocompatibilidad (CMH) a los péptidos del HCV. 

Asumiendo las diferentes composiciones aminoacídicas de los péptidos derivados 

de las regiones genómicas E2 y NS5A de las cepas del HCV-1a de Argentina, se 

determinó en forma teórica la capacidad de unión 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 unión 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 A y B 

[172]. Las secuencias de epitopes HCV-1a de linfocitos T citotóxicos (CTL) se definieron 

de acuerdo a los incluidos en la base de datos inmunológicos del HCV [173] disponible 

on-line de Los Alamos (www.hcv.lanl.gov) y en la base de datos de epitopes 
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inmunológicos (http://www.immuneepitope.com) [174] y se eligieron aquellos en donde las 

posiciones aminoacídicas diferían entre los grupos de las secuencias del HCV-1a de 

pacientes argentinos. 

 

Análisis de Coalescencia Bayesiana 

Las tasas de sustitución por sitio por año y los tiempos de divergencia se estimaron 

utilizando el algoritmo Bayesiano MCMC que permite la estimación de la distribución 

posterior de los parámetros y que se implementa en el programa BEAST v1.5.4 [175].  

La distribución posterior de los árboles se estimó utilizando el modelo de evolución 

molecular (calculado según lo explicado previamente) Tamura-Nei con distribución 

gamma (TrN+G). 

Se compararon tres modelos de relojes moleculares para construir el árbol bajo el 

modelo evolutivo más apropiado: un modelo de reloj estricto y dos modelos de reloj 

relajado, asumiendo una distribución anterior tanto con correlación exponencial como con 

distribución logarítmica normal de las tasas de sustitución entre los linajes [176]. La 

implementación del Factor de Bayes indicó que el mejor modelo evolutivo para los sets de 

datos analizados era el reloj molecular relajado asumiendo una distribución lognormal y 

un crecimiento constante de la población. El análisis se corrió dos veces con 106 

generaciones, guardando árboles cada 1000 pasos y descartando un 10% como burn-in. 

La convergencia de MCMC y el tamaño de la población efectiva (ESS) se examinaron 

usando el programa TRACER v1.5 [175]. Se consideró que los análisis han llegado a la 

convergencia y que se alcanzó la estabilidad luego de haber pasado el período de burn-in, 

cuando ESS es superior a 200. La incertidumbre de los parámetros estimados se evaluó 

en el intervalo de densidad posterior mayor al 95% (HPD95%). 

 

Análisis estadísticos 

Los análisis estadísticos se realizaron según lo ya explicado. 
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3.4. Impacto de las mutaciones en regiones genómicas asociadas a resistencia 

antiviral como elemento pronóstico de respuesta sostenida a la terapia 

antiviral interferón-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 colaboración 

con el Centro de Ciencias para la Salud, en la Universidad de Texas, Houston, Estados 

Unidos; mientras que la segunda es producto de una colaboración con el Hospital Juan A. 

Fernández de la ciudad de Buenos Aires, Argentina. 

 

Población bajo estudio (I) 

Se analizó 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 más RBV, 1000-

1200 mg/día 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 consideró como respuesta virológica 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 plasmática del HCV no variaba a lo largo del 

tratamiento o que recaían durante el período de seguimiento fueron considerados como 

no respondedores (NR). 

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

tratamiento.  

 

Extracción del ARN, amplificación y secuenciación 

 La extracción del ARN se llevó a cabo en todas las muestras de los pacientes con 

serología reactiva para el HCV, a partir de 200 ȝl de plasma o 106 células y siguiendo las 

instrucciones del método comercial utilizado (TRIzol, Invitrogen, USA). El producto 

obtenido se resuspendió en 25ȝl de agua, libre de enzimas que degradan al ARN.  

 Las amplificaciones de las regiones genómicas 5´UTR, E2 y NS5A se describieron 

en la sección 3.3, mientras que, tanto la amplificación para la región NS5B como la 

técnica de secuenciación han sido descriptas en la sección 3.2. 
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Polimorfismo en el largo de los fragmentos de restricción (RFLP) 

 Este ensayo se realizó para todas las muestras que pudieron ser amplificadas por 

RT-nested PCR en la región genómica 5‟ UTR, tanto para los aislamientos obtenidos de 

plasma como aquellos de CMSP.  

 El ensayo consiste en digerir, mediante el uso de enzimas de restricción, la fracción 

amplificada de la región 5´UTR, para poder identificar y diferenciar los diferentes 

genotipos y subtipos del HCV. Para ellos se usaron 15 ȝl del producto de amplificación 

obtenido por RT-nested PCR de la región 5´UTR, cortados con 10 U de las siguientes 

combinaciones de enzimas de restricción: HaeIII/RsaI, ScrFI/HinfI y BstNI/HinfI. La 

restricción se realizó a 37º C durante 2 horas, seguidas de una segunda etapa a 60º C 

durante 2 horas más (necesarias para el corte con las enzimas BstNI/HinfI). Esta primera 

digestión permite establecer el genotipo del HCV. Para determinar el subtipo, se prosiguió 

a digerir una nueva alícuota del amplicón con las enzimas BstUI (para la determinación de 

los subtipos del genotipo 1) o ScrFI (para subtipificar a los genotipos 2 y 3). La reacción 

con BstUI se mantiene a 60ºC durante 2 horas, mientras que la de ScrFI se hace a 37ºC 

por 2 horas. 

 Todos los productos de digestión se visualizan en geles de agarosa al 3%, teñidos 

con bromuro de etidio. 

 

Determinación de la carga viral plasmática y recuento de linfocitos T CD4+  

 Carga viral: Tanto para HIV como para HCV se utilizó 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 UI/ml de ARN plasmático del 

HCV.  

 Recuento de linfocitos T CD4+: Se determinó por citometría de flujo 

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

anticoagulada con EDTA. 

 

Secuenciación nucleotídica  

La secuenciación de las regiones genómicas, la edición y el alineamiento de las 

mismas fueron previamente descriptos en las secciones 3.2 y 3.3.    
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Análisis de mutaciones e inferencias filogenéticas 

El análisis de mutaciones se llevó a cabo mediante la inspección visual en cada 

secuencia comparando los cambios aminoacídicos con respecto a la secuencia de 

referencia HCV-J con número de acceso a GenBank D90208 (subtipo 1b). 

Las inferencias filogenéticas se llevaron a cabo mediante un método de distancia 

(Neighbor-joining), utilizando los parámetros por default incluido dentro del programa 

MEGA 4.0 [177].  

 

Análisis estadístico 

Se utilizó Student t-test para comparar las variables. Todos los análisis estadísticos 

se realizaron con el programa SPSS para Windows versión 13.0 (SPSS Inc, Chicago, 

USA). Un valor de p de 2 colas menor a 0.05 se consideró como estadísticamente 

significativo.   

 

Población bajo estudio (II) 

Debido a que el subtipo 1a del HCV es el más abundante en la población HIV 

positiva en Argentina [178] y el hallado en mayor proporción en la base de datos realizada 

en el punto 3.1, se estudió una segunda población de 19 pacientes argentinos, HCV 

positivos genotipo 1a coinfectados con HIV. Todos los individuos estudiados, se 

encuentran en seguimiento en el Hospital Juan A. Fernández de la ciudad de Buenos 

Aires y procedían de la Ciudad Autónoma 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) subcutáneos (80mcg-150mcg, 

dosis ajustada al peso corporal) cada semana más RBV oral (Rebetol, Schering Corp, 

Kenilworth, NJ, USA) diariamente. 

 

Extracción, amplificación, secuenciación y análisis de mutaciones 

 Las extracciones de ARN a partir de las muestras de plasma de los 19 pacientes, la 

amplificación de las regiones E2 y NS5A, la secuenciación de los productos amplificados 

y el análisis de las mutaciones aminoacídicas se llevó a cabo de igual manera que las 

expuestas para la población anterior, pero utilizando como referencia la secuencia 
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prototipo del subtipo 1a correspondiente a la cepa HCV-1 con número de acceso al 

GenBank M62321. 

 

Análisis estadístico 

Se utilizaron curvas ROC (Receiver Operating Characteristic) para evaluar el punto 

de mayor sensibilidad y especificidad, con el más adecuado valor predictivo y negativo del 

número de mutaciones en NS5A y E2 y la respuesta viral sostenida. Las curvas ROC se 

construyeron siguiendo el método empírico, que consiste en representar todos los pares 

de bases de especificidad y sensibilidad para todos los posibles valores de corte. Se 

definió para el cálculo una tasa teórica de respuesta viral sostenida de 40%. 

  

 

3.5.   Evolución molecular del HCV y análisis de la compartimentalización durante el 

tratamiento con peg-IFN+RBV 

A partir de la base de datos detallada en la sección 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 subcutánea con peg-IFN alfa-2b (Peg-

Intron-A, Schering Corp, Kenilworth, NJ, USA) (80mcg-150mcg) cada semana más RBV 

de manera oral todos los días, o con peg-IFN alfa-2a (Pegasys, Roche Corp, 

Hertfordshire, UK) (180mcg) cada semana más RBV oral todos los días (Copegus, Roche 

Corp, Hertfordshire, UK). El tratamiento variaba según la disponibilidad de drogas en el 

Ministerio de Salud de la Nación. Las dosis de RBV se ajustaron al peso corporal en todos 

los casos. Cuando la caída de la carga viral (ARN plasmático) 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 según 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 solución fisiológica con el fin de 

desprender las partículas lábilmente adsorbidas a la superficie. La carga viral plasmática 

(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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Extracción de ARN, amplificación y secuenciación 

La extracción, amplificación del material genómico y secuenciación de las regiones 

5´UTR, E2 y NS5A, tanto de plasma como de CMSP se realizó de igual manera a lo 

detallado con anterioridad. 

 

Clonado 

Para llevar a cabo el análisis de cuasiespecies virales del HCV a lo largo del 

tratamiento antiviral de pacientes no respondedores, se procedió a clonar los productos 

de nested-PCR de NS5A en los distintos tiempos. Se clonó únicamente esta región 

debido a que es la de mayor variabilidad. El clonado se realizó en el plásmido pGEM-T 

Easy Vector (Promega) con posterior transformación de bacterias E. coli DH5α. A partir de 

las colonias obtenidas luego de la transformación y, mediante la realización de la PCR de 

colonias (Colony PCR), se obtuvieron los amplicones de interés utilizando el mismo 

ciclado térmico que para la amplificación directa de NS5A. 

Posteriormente se secuenciaron y analizaron entre 15-24 clones de cada muestra 

como se indicó anteriormente. Dicho número de clones fue considerado adecuado de 

manera de poder inferir la composición de cuasiespecies [179].  

 

Análisis de secuencias 

 El análisis del número de mutaciones se realizó de manera visual, comparando las 

secuencias obtenidas de cada región con la correspondiente a la de referencia del subtipo 

1a, M62321. 

 Con el fin de comparar la evolución 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 evolución 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 evolución de la región NS5A de pacientes HCV monoinfectados en los tiempos 

previos al tratamiento y a semanas 4, 12 y 24 luego de iniciado el mismo. 

 

Análisis 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 probabilístico de 

Máxima Verosimilitud para las regiones E2 y NS5A como previamente se explicó. El 

modelo de evolución molecular utilizado para ambas regiones fue en GTR+I+G. 

El análisis de coalescencia bayesiana se utilizó para determinar la tasa de 

sustitución 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 evolución utilizado fue el TrN+G. Se 

siguió el protocolo detallado con anterioridad. 

 

Análisis de la heterogeneidad del HCV  

El análisis de la diversidad a nivel nucleotídico se evaluó a nivel inter e intra 

paciente: 

Análisis inter-paciente: Se realizó un análisis comparativo de la heterogeneidad en 

la región NS5A de aislamientos de pacientes HCV monoinfectados de ambos estudios 

multicéntricos (ViraHep y HALT-C) y HIV coinfectados de nuestra población de estudio. 

Se evaluó 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 nucleotídico utilizando el 

modelo Tamura-Nei [177] y un valor Gamma para la distribución de las tasas de 

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

 

  Análisis intra-paciente: Se evaluó la heterogeneidad de cuasiespecies de la región 

NS5A del HCV de pacientes HIV coinfectados antes y durante el tratamiento con peg-

IFN+RBV. El análisis de heterogeneidad viral incluyó el estudio de la complejidad viral y la 

distancia genética en todos los tiempos de muestreo. La distancia genética intra-paciente 

del HCV se estimó utilizando el modelo Tamura-Nei y la distribución Gamma para la 
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heterogeneidad en la velocidad de cambios en cada sitio, como se indicó para en análisis 

inter-paciente.  

   

  La “complejidad” se midió mediante el cálculo de la Entropía de Shannon (Sn) a 

nivel nucleotídico. Este parámetro 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 sí). Fue calculado bajo la siguiente fórmula 

matemática: Sn = -Σi[(pi × ln pi) / ln N] [182] donde pi es la frecuencia de cada secuencia 

en la distribución de mutantes y N es el número total de secuencias que se comparan 

[183]. 

 

Selección positiva y negativa 

  El análisis de cuasiespecies incluyó el cálculo de la relación entre el número de 

sustituciones no sinónimas por sitio no sinónimo (dN) y el número de sustituciones 

sinónimas por sitio sinónimo (dS) a nivel intra-paciente. La relación 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 realizó a nivel nucleotídico mediante el 

programa MEGA 4.0 bajo el modelo Tamura Nei [177]. 

  Esta relación determina el grado de selección natural. Así, dN/dS >1 indica 

selección positiva mientras que valores menores a 1 indican presión de selección 

negativa.  

  Además, para evaluar la selección positiva y negativa en cada codón, se utilizó el 

programa HyPhy [184]. La selección positiva ocurre cuando un cambio aminoacídico 

confiere una ventaja adaptativa mientras que la selección negativa implica la eliminación 

de cambios en aminoácidos que puedan conferir una desventaja. El programa HyPhy 

permite la comparación estadística del número de sustituciones sinónimas y no sinónimas 

en cada posición de un grupo de secuencias alineadas. 

 Se utilizó el algoritmo SLAC (single likelihood ancestor counting) del mencionado 

programa [185] para evaluar la selección intra-paciente (análisis de clones de cada 

paciente en cada tiempo). Dicho algoritmo permite la detección de la selección 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 según corresponda. 
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Análisis de poblaciones virales minoritarias en E2-PePHD por pirosecuenciación 

ultra-profunda (UDPS) 

 La pirosecuenciación es un método de secuenciación de alto rendimiento que 

permite inferir las secuencias mayoritarias y minoritarias en un mismo amplicón, sin 

realizar previamente el ensayo de clonado. 

Esta técnica se utilizó para analizar las poblaciones minoritarias en el dominio 

PePHD y sus regiones flanqueantes y su posible efecto en la resistencia al tratamiento. 

Para esto, se estudió una población 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 realizó una nested-PCR según el protocolo 

previamente descripto para la región a excepción del agregado de un Tag en la región 5´ 

de cada primer. Estos Tags permiten la identificación de la región secuenciada, del 

paciente y del tiempo de estudio. 

Los tags se detallan a continuación: 

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 Agrobiotecnología 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 población viral heterogénea circulante del paciente. 

Para distinguir las variantes minoritarias auténticas de los artefactos técnicos, se 

utilizó un umbral de estimación del 1%. Las mutaciones detectadas por encima de ese 

umbral resultan poco probables de ser un artefacto de técnicas basadas en cálculos 

teóricos reportados previamente utilizando un enfoque estadístico [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 erróneas. Una vez editadas las secuencias de cada tiempo de 

cada paciente, se prosiguió al análisis de la conservación del dominio PePHD. 
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Análisis de aminoácidos 

El grado de conservación de cada aminoácido que compone el PePHD se 

determinó mediante la implementación de programa BioEdit [187]. Este programa posee 

una utilidad basada en la determinación de la proporción de aminoácidos en cada 

posición. Las secuencias de cada tiempo de cada grupo de pacientes se analizaron de 

manera separada, obteniéndose valores de proporción de aminoácidos 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.  

 

Análisis estadísticos 

Los análisis estadísticos se realizaron según lo ya explicado. 
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4.   Resultados 

En esta sección se detallan los resultados obtenidos para cada uno de los objetivos 

planteados en esta tesis. 

 

4.1.  Distribución de genotipos del HCV en pacientes infectados por HIV. Relación 

con los niveles de carga viral plasmática 

Recientemente ha sido publicada por nuestro grupo de trabajo la distribución 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 investigación, 

se analizó retrospectivamente la distribución de genotipos del HCV y los niveles de carga 

viral desde pacientes naϊve 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 asistían al Centro Nacional de Referencia para el SIDA para su determinación 

genotípica y de carga viral del HCV. Se analizaron un total de 221 pacientes HIV-HCV 

coinfectados. 

La prevalencia del genotipo 1 alcanzó el 71% (n=157), en tanto que los genotipos 

2, 3 y 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 plasmática se determinaron empleando la técnica de ADN ramificado o bDNA. Los 

valores promedio se muestran en la Tabla 4.1, no hallándose diferencias estadísticamente 

significativas entre los distintos genotipos (p>0.05). 
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Figura 4.1: Distribución 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 

plasmática hallados en la población estudiada (N=221). 

 

 

Aún sin evidenciar diferencias significativas en la eficiencia replicativa de los 

distintos genotipos evaluada a partir los niveles de carga viral plasmática, 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 distribución de genotipos hallada 

en pacientes monoinfectados por HCV en donde el genotipo más abundante es el 1b [40]. 
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4.2.  Epidemiología molecular del HCV genotipo 4 

En un relevamiento de la base de datos realizada en el punto anterior se analizó un 

total de 383 nuevos estudios de carga viral y genotipo para HCV. 

La distribución de los genotipos del HCV entre 383 pacientes HIV positivos mostró 

que 14 aislamientos resultaron ser genotipo 4, observándose un incremento de 4 veces 

(p=0.01) respecto lo previamente publicado por nuestro grupo de trabajo en el año 2007 

[178].  

Para el análisis de epidemiología molecular del HCV-4 se incorporaron 4 

secuencias de genotipo 4 halladas en la base de datos previamente descripta, 

analizándose un total de 18 secuencias HCV-4 aislados de pacientes coinfectados con 

HIV. 

 

Caracterización molecular y análisis filogenético de los aislamientos del HCV 

genotipo 4  

La distribución del HCV-4, de acuerdo a las características epidemiológicas de los 

pacientes, mostró 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 más frecuente en hombres (56%) que 

en mujeres (Tablas 3.1 y 4.2) 

El resultado de las cepas del HCV-4 que fueron secuenciadas y subsecuentemente 

analizadas filogenéticamente por Máxima Verosimilitud (Figura 4.2), Máxima Parsimonia 

(Figura 4.3) y análisis Bayesiano (Figura 4.4) muestra el agrupamiento de todas las 

secuencias con un grupo de secuencias de referencia determinada, pudiendo así 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 áreas 

endémicas. Diferentes conductas de riesgo de infección 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 declaró haber recibido una 

transfusión sanguínea. 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 declaró no conocer la vía 
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de transmisión. Finalmente, aquellos infectados con el subtipo 4m informaron una posible 

transmisión sexual. No se halló una asociación estadística entre las vías de transmisión 

declaradas y la distribución de los diferentes subtipos del HCV-4 hallados (p>0.05), no 

obstante el número de pacientes analizado es pequeño y amerita un futuro estudio. 

 

Tabla 4.2: Características demográficas y vías de transmisión del genotipo 4 del HCV en 

pacientes coinfectados con HIV. 

Características     Pacientes, N (%)
N total 18 (100)

Género
 Masculino 10 (56)
Femenino   8 (44)

Edad (Años)
Media (IQR) 43.5 (39-45)

Vía de transmisión
Usuario de droga inyectable 6 (33)
Transfusión sanguínea 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  

  

Comparación con secuencias de bases de datos 

Con el fin de comparar las vías de transmisión mundiales con los aislamientos 

argentinos, se realizaron análisis 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 análisis no 

relevó ninguna asociación entre las cepas del HCV de Argentina y las caracterizadas en 

otros países. 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 árboles 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 región [188], así 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, 4.3 y 4.4). 
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Figura 4.2: Árbol filogenético de Máxima Verosimilitud de secuencias nucleotídicas de la región 

NS5B mostrando la distribución de los geno/subtipo de los 18 aislamientos del HCV de Argentina 

(fondo gris); la vía de transmisión está 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 número de acceso y en los casos que fue posible, el país de origen o 

el país de toma de muestra. El soporte de bootstrap (n=100) de las ramas más relevante se 

muestran en fondo gris. El largo de las ramas es proporcional al número de sustituciones 

nucleotídicas por sitio del alineamiento (bar=0.1 sustituciones). 
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Figura 4.3: Árbol filogenético de Máxima Parsimonia de secuencias nucleotídicas pertenecientes a 

la región NS5B mostrando la distribución genotípica 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 más 

relevante se muestran en fondo gris. 

 

 
Figura 4.4: Árbol filogenético basado en análisis Bayesianos de la región NS5B mostrando la 

distribución genotípica 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 círculos abiertos. Las secuencias del outgroup se indican con cuadrados negros 

(Gt1), grises (Gt3) y círculos negros (Gt6) y grises (Gt5). Los subgrupos dentro del Gt4 se denotan 

con líneas verticales. Las probabilidades posteriores de las ramas más relevantes se muestran en 

fondo gris. El largo de las ramas es proporcional al número de sustituciones nucleotídicas por sitio 

del alineamiento (bar=0.1 sustituciones). 

 

 

4.3.  Epidemiología molecular del HCV genotipo 1a 

A partir de la base de datos realizada en el punto 4.1 se estudió la epidemiología 

molecular de 25 pacientes infectados con el subtipo 1a del HCV, coinfectados con HIV.  

De acuerdo a los datos epidemiológicos aportados por los pacientes, la vía de 

transmisión más 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 

plasmática y los años estimados de infección 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: Características demográficas y bioquímicas de los 25 pacientes HCV-1a. 

Paciente Género Edad (Años) Peso (Kg)
Grupo de 
Riesgo

tgp 
(UI/ml)

CD4 
(cel/ml)

Carga Viral 
HCV 

(copias/ml)
Estado de 
Fibrosis

Años con 
HIV*

Años con 
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 IDU 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 IDU 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 serológico. 

 

Análisis filogenético del HCV 

Los árboles filogenéticos de las regiones E2, NS5A y E2-NS5A concatenadas 

mostraron la misma distribución de las secuencias del HCV-1a de Argentina, con respecto 

al resto de las secuencias de referencia. Se observó que un grupo de 12 secuencias 

HCV-1a se hallaban cercanamente relacionadas formando un clado monofilético que se 

denominó como “Clado Argentino”. Este clado se halló en los tres árboles 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 denominó como “Otras 

Secuencias Argentinas” (Figura 4.5). 
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Figura 4.5: Árbol filogenético basado en el método probabilístico de Máxima Verosimilitud de 

secuencias nucleotídicas correspondientes a las regiones genómicas 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 sí responden. El soporte de bootstrap (n=100) de las 

ramas más relevante se muestran en fondo gris. El largo de las ramas es proporcional al número 

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

 

No se detectaron aislamientos del HCV-1a de Argentina que presentara eventos de 

recombinación en alguna de las dos regiones genómicas estudiadas. En la figura 4.6 se 

muestran dos ejemplos, uno por de cada grupo, de los análisis de recombinación para las 

regiones E2-NS5A concatenadas. 

 

A) 

 

B) 
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Figura 4.6: Ejemplo representativo de análisis de recombinación 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 utilizó un ancho de ventana de 100pb 

y un tamaño del paso de 20bp. Los diferentes genotipos y subtipos se hallan representados en 

diferentes colores. 

 

No se hallaron relaciones estadísticas entre la distribución de las secuencias del 

HCV-1a de Argentina y el sexo, la vía de infección o la respuesta final al tratamiento con 

peg-IFN+RBV (p>0.05) (Tabla 4.4).  

 

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

Clado Argentino Otras secuencias Argentinas

(n=12) (n=13)

Masculino 10 11

Femenino 2 2

IDU 6 9

HTS 4 1

MSM 2 3

9 11

3 2

1.4 2.4

41 ± 5 42 ± 6

82 ± 36 83 ± 56

456.1 ± 232.8 630.6 ± 293.1

6.16 ± 6.16 6 ± 6.17

11.5 ± 6.9 11.3 ± 7.9

12.1 ± 5.9 15.8 ± 6.2

ALT (alanine-amino transferasa)

¥ Desde el diagnóstico serológico

Características

IDU: Usuario de droga inyectable; HTS: heterosexual; MSM:hombre que tiene sexo con hombre; CV: Carga Viral

CV-HCV ± DS (Log copias/ml)

Años con HIV ± DS ¥

Años con HCV ± DS ¥

Fibrosis METAVIR 3-4 score

Edad ± DS (años)

ALT ± DS (IU/mL)

CD4 ± DS (cel/ml)

Género

Grupo de Riesgo

Respondedor Virológico Sostenido (RVS)

No Respondedor (NR)

 

 

Análisis de la composición de aminoácidos y de la predicción de la unión de los 

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

Se utilizó el programa VESPA para caracterizar los patrones aminoacídicos 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 posición y frecuencia de 10 aminoácidos (N653D, E655D, 
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S686T y A710V para E2; y L2198V, Q2228E, I2268V, Q2283P, V2287I y Q2320R para 

NS5A). De estos 10 aminoácidos hallados, 6 presentaron diferencias en la unión a los 

epitopes CTL, exhibiéndose cambios de unión en 11 epitopes CTL (Tabla 4.6).  

 

Tabla 4.5: Resumen de la frecuencia de aminoácidos del Clado Argentino y Otras 

Secuencias Argentinas obtenidos con el VESPA  

Posición 653 655 686 710
Clado Argentino N 83%; D 8% E 92%; D 8% S 100%; T 0% A 92%; V 8%
Otras secuencias ArgentinasD 77%; N 8% D 54%; E 38% T 54%; S 46% V 62%; A 38%

Posición 2198 2228 2268 2283 2287 2320
Clado Argentino L 100%; V 0% Q 75%; E25 I 83%; V 8% Q 58%; P 41% V 67%; I25%Q 83%; Q 17%
Otras secuencias Argentinas V 46%; L 23% E 62%; Q15%V 70%;  I23% P 92%; Q 7% I 70%; V23% R 54%; Q 23%

E2

NS5A

Los aminoácidos con frecuencias ≥70% se hallan resaltados en negro (p ≤0.05)  

 

Tabla 4.6: Variaciones de aminoácídos en las secuencias de E2 y NS5A del HCV de 

aislamientos de Argentina de cada grupo y su relación con la unión a los alelos HLA. En 

gris están marcados aquellos alelos que cambian su unión a los péptidos del HCV. 

Posición Péptido A0202 A0203 A0250 A6801 A6802 B150 B1501 B1517 B4001 B4002 B4403
H77 654-662 LEDRDRSEL

Clado Argentino ************ NB NB NB NB NB NB NB NB B NB NB
Otras secuencias Argentinas *D********* NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB

H77 686-701 STGLIHLHQNIVDVQ
Clado Argentino ****************** NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB

Otras secuencias Argentinas T***************** NB NB NB NB B NB NB NB NB NB NB
H77 701-716 YLYGVGSSIASWAIK

Clado Argentino ******************* NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB
Otras secuencias Argentinas ***********V******* NB NB NB NB B B B NB NB NB NB

H77 708-716 SIASWAIKW
Clado Argentino ************ NB NB NB NB NB NB NB B NB NB NB

Otras secuencias Argentinas **V********* NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB
H77 2197-2205 SVASSSASQ

Clado Argentino *L********* B B B NB NB NB B NB NB NB NB
Otras secuencias Argentinas *********** NB NB NB B NB NB NB NB NB NB NB

H77 2266-2275 REISVPAEIL
Clado Argentino *********** NB NB NB NB NB NB NB NB B B B

Otras secuencias Argentinas **V******* NB NB NB NB NB NB NB NB B NB NB

Alelos HLA

* Igual secuencia aminoacídica
NB: No unión a alelos HLA ; B: Unión a alelos HLA

 

 

Tasas de sustitución y tiempos de evolución del HCV-1a 

Los análisis de reconstrucción ancestro común se realizaron con el fin de 

determinar el origen y la distribución de las 25 cepas HCV-1a de Argentina. El reloj 



                                                                                                        Resultados 

66 
 

molecular relajado se utilizó para todos los sets de datos por ser el que mejor se ajusta a 

las muestras. 

El tiempo del ancestro común más cercano (tMRCA) de las secuencias incluidas 

dentro del Clado Argentino se estimó 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 análisis de las tasas de sustitución por sitio por año no mostró 

diferencias entre las dos regiones analizadas ni entre los grupos del Clado Argentino y el 

de Otras Secuencias Argentinas. 

 

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

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

Región Description Tasa de Sustitucióna tMRCA (95% HPD)

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)

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)

a Sustitución por sitio por año

E2

NS5A

Todos los valores poseen un ESS>200

HPD: Maxima densidad posterior

 

 

Análisis filogenético y de recombinación 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 recíprocamente entre ellos, se estudiaron las secuencias de la región pol de 

HIV obtenidas de los mismos pacientes incluidos en el estudio. Considerando que todos 

los pacientes se hallaban bajo tratamiento antirretroviral, la detección de ARN  (límite de 

detección 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 pertenecían a aislamientos de Otras Secuencias Argentinas. Las relaciones 

filogenéticas de HIV mostraron que los 6 aislamientos antes descriptos se incluían en el 

subtipo recombinante BF, mientras que las restantes dos secuencias amplificadas se 

incluían en el subtipo B (Figura 4.7). 
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Figura 4.7: Árbol de Máxima Verosimilitud realizado con las secuencias obtenidas de la región 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 más relevante se muestran en fondo gris. El largo 

de las ramas es proporcional al número de sustituciones nucleotídicas por sitio del alineamiento 

(bar=0.1 sustituciones). 

 

El análisis de recombinantes mostró que 5 de los 6 aislamientos recombinantes 

presentaban el mismo patrón, mientras las cepas identificadas como subtipo B no 

presentaron mosaicos recombinantes (Figura 4.8 A).  

 Debido a que los análisis filogenéticos no tienen en consideración los eventos de 

recombinación, se analizaron las relaciones filogenéticas de las fracciones recombinantes 

B y F por separado. El árbol realizado por Máxima Verosimilitud con la fracción B (Figura 

4.7 B) no mostró relación entre las secuencias de HIV de Argentina, aunque el realizado 

con la fracción F (Figura 4.7 C) exhibió una relación filogenética entre las 5 secuencias 

locales con el mismo patrón recombinante (NR1, NR5, NR8, NR14 and NR15). 

Interesantemente, estos aislamientos fueron obtenidos de pacientes infectados con cepas 

del HCV-1a incluidas en el Clado Argentino. 

 

A) 
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B) 

 

 

C) 

 
Figura 4.8: Gráficos representativos de los 3 patrones genómicos hallados para la región 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 genómicas del HCV asociadas a 

resistencia antiviral como elemento pronóstico de respuesta sostenida a la 

terapia antiviral basada en el interferón 

Para cumplir con este objetivo se estudiaron dos poblaciones de pacientes 

coinfectados con HIV. La primera de ellas surge de un trabajo en colaboración con el 

Centro de Ciencias para la Salud, en la Universidad de Texas, Houston, Estados Unidos, 

mientras que la segunda población procede de la Ciudad Autónoma de Buenos Aires y 

sus alrededores, en un trabajo en colaboración con el Hospital Juan A. Fernández de la 

ciudad de Buenos Aires. 
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Población bajo estudio (I) 

En la población estudiada el genotipo más 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 Gt1a (n=5) y Gt2a (n=1). Por medio de 

inferencias filogenéticas de las tres regiones genómicas analizadas (E2, NS5A y NS5B) 

se confirmaron los genotipos del HCV, pudiéndose descartar así, un posible evento de 

recombinación. Para la región NS5A sólo pudieron amplificarse secuencias del genotipo 1 

ya que los primers resultaron ser específicos únicamente para este genotipo. A su vez, los 

dos compartimentos en estudio, plasma y CMSP, presentaron el mismo genotipo, 

observándose una relación 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 genómicas estudiadas, demostrando que las secuencias 

halladas en CMSP de un paciente se encuentran más 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: Árbol 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 población I. Los largos de las ramas están 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 símbolo (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 características basales de los pacientes y de los 

aislamientos del HCV mostrando además el número de mutaciones en el PePHD y el 

PKRBD. En general, el número total de mutaciones fue significativamente mayor en el 

PKRBD que en el PePHD (p<0.05). Cada región por separado no presentó diferencias 

significativas en el número de mutaciones entre los grupos de pacientes RVS y NR 

(p>0.05). Las tres regiones genómicas 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 número de mutaciones 

determinadas para cada región en los dos compartimentos analizados, con lo cual, 

tampoco se halló asociación en el número de mutaciones en el ISDR, el PKRBD y 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: Características inmunológicas, virológicas (inherentes a HIV y HCV) y de 

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

Nº de mutaciones N° de mutaciones Respuesta final Carga viral de HCV Carga viral de HIV
en el PKRBD en el  PePHD al tratamiento Log copias/ml Log copias/ml

Plasma 1a 7 0
PBMC 1a 9 ND
Plasma 1a 6 0
PBMC 1a 6 0
Plasma 1a 8 0
PBMC 1a 8 ND
Plasma 1b 2 0
PBMC 1b ND 0
Plasma 1b 6 0
PBMC 1b 6 0
Plasma 1b 11 1
PBMC 1b 10 1
Plasma 1a 10 0
PBMC 1a 10 0
Plasma 2a ND 3
PBMC 1a ND 3
Plasma 1a 6 0
PBMC 1a 6 0
Plasma 4a ND 1
PBMC 4a ND ND

Paciente Compartimento Genotipo CD4 CD8

I

J

E

F

G

H

SVR

NR

A

B

C

D

>5.7

>5.7NR

NR

SVR

NR

NR

SVR

NR

SVR

<2.6

<2.6

<2.6

5.3

>5.7

5.2

5.6

5.6

>5.7

>5.7

<2.6 462 849>5.7

<2.6

<2.6

<2.6

<2.6

<2.6

<2.6

511 4649

547 ND

491 766

593 855

ND

1381

1127

422

2167

1258

550

728

1449

431

 
ND= no detectable  

 

Figura 4.10: Secuencias parciales de aminoácidos de la proteína NS5A, incluyendo los dominios 

PRKBD y el ISDR (A) y del la región 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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Población bajo estudio (II) 

Debido a que el subtipo 1a del HCV es el de mayor frecuencia hallado en la 

población de pacientes HIV coinfectados de Argentina [178], y el más prevalente 

observado en la base de datos realizada en el punto 4.1, se planteó el estudio de 

mutaciones en NS5A y E2 de 19 pacientes antes del tratamiento con peg-IFN+RBV. 

Las características basales y demográficas 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: Características basales y demográficas de los pacientes bajo estudio. 

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

NR: no respondedor; SVR: respondedor

M:Masculino; F: Femenino

SexoPaciente Nº mut ISDR Nº mut PKRBD

IDU: Usuario de droga inyectable; MSM: Hombre que tiene sexo con hombre; HTS: Heterosexual

CV-HCV 

(UI/ml)

Grupo de 

Riesgo
Estado

CD4 

(Cel/ml)

Peso 

(KG)

Edad 

(años)

 

 

Se contó el número de aminoácidos en las secuencias correspondientes al ISDR y 

al PKRBD que diferían de la secuencia de referencia M62321. Se observó que los 

aislamientos virales del HCV de los pacientes que alcanzaban una respuesta viral 

sostenida presentaron un mayor número de sustituciones de aminoácidos en ambas 

regiones, siendo tal asociación estadísticamente 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 aminoácidos 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, hallándose diferencias estadísticamente 

significativas (p = 0,03). 

Mediante el uso de las curvas ROC se identificó que la presencia de 5 o más 

sustituciones aminoacídicas en el PKRBD tenían 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 o más sustituciones estuvieron presentes (Figura 4.12). 

 

 

 

Figura 4.11: Secuencias aminoacídicas 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 utilizó 

para comparar el número de mutaciones. La secuencia HCV-J (D90208) también se incluyó en el 

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

respectivamente antes del tratamiento con peg-IFN+RBN y su relación con la respuesta virológica. 

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

predictivo negativo. 

 

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

mostró diferencias aminoacídicas entre pacientes RVS y NR en el dominio PePHD (Figura 

4.13) no hallándose asociación en el número de mutaciones y la respuesta al tratamiento 

(p>0.05). Se observó además, un alto grado de conservación 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 aminoacídicas de la porción amplificada de la región 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, 18 y 

19 fueron NR. La secuencia de referencia M62321 se utilizó para comparar el número de 

mutaciones. La secuencia HCV-J (D90208) también se incluyó en el alineamiento. 

 

4.5.  Evolución molecular del HCV y análisis de la compartimentalización durante 

el tratamiento con peg-IFN+RBV 

Con el objetivo de analizar la evolución 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 

comparó con un conjunto de pacientes HCV monoinfectados incluidos en estudios 

multicéntricos previamente publicados [180, 181]. 

Las características basales de los 11 pacientes HIV-HCV coinfectados de Argentina 

se detallan en la tabla 4.10. 

 

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

Paciente Sexo 
Edad 
(años) 

Peso 
(Kg) 

Grupo 
de 

Riesgo ALT 
CD4 

(cel/ml) 

Estado 
de 

Fibrosis 
Años con 

HIV* 
Años con 

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 serológico 
IDU: Usuario de drogas inyectables; HTS: Heterosexual; MSM: Hombre que tiene sexo con hombres; H: 
Hombre; M: Mujer 
 

Evolución del HCV basado en el análisis de secuencias de la región 5´UTR 

Se estudiaron 3 regiones genómicas 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 comparó longitudinalmente con datos obtenidos de 

pacientes HCV monoinfectados. 

La región 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 región durante el tratamiento podría ayudar a identificar mutaciones adaptativas 

que favorezcan la resistencia. La figura 4.14 muestra una porción del fragmento 

amplificado para 5´UTR en donde se observa una alta conservación nucleotídica 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 

observó el mismo resultado, una alta conservación nucleotídica entre pacientes y la 

misma secuencia nucleotídica antes y después del tratamiento con peg-IFN+RBV. Al 

comparar las secuencias nucleotídicas entre las dos poblaciones se divisaron diferencias 

en la posición 204, observándose una mayor proporción de citosina en pacientes HIV 

coinfectados, mientras que para los HCV monoinfectados el nucleótido más prevalente 

fue la adenina (Figura 4.14). 

Se estudiaron, además, mutaciones asociadas a la replicación facilitada en células 

linfoideas [192]. De las tres mutaciones descriptas, asociadas al linfotropismo, ninguna 

secuencia poseía las tres mutaciones concomitantemente; la mutación G107A no se halló 

en los aislamientos de pacientes HIV coinfectados ni HCV monoinfectados. La mutación 

G243A se observó únicamente en 2 pacientes coinfectados (Figura 4.12). 
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Figura 4.15: Alineamiento nucleotídico de una fracción amplificada de la región 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. 

 

Evolución del HCV basado en el análisis de secuencias del gen E2 

El seguimiento aminoacídico de E2 durante el tratamiento mostró que el domino 

PePHD se mantuvo constante, con la misma composición aminoacídica. Además, al 

comparar las secuencias aminoacídicas entre pacientes se observó la misma secuencia, 

que a su vez, también se mantuvo entre los pacientes monoinfectados (Figura 4.15). 
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Figura 4.15: Secuencias aminoacídicas 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 análisis filogenético por Máxima Verosimilitud de las secuencias obtenidas 

durante el seguimiento mostró que las secuencias de cada paciente se hallaban más 

cercanamente relacionadas a secuencias del mismo paciente que a secuencias de otros 

pacientes, formándose así 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 común y no divergen en el tiempo.  
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Figura 4.16: Árbol filogenético por Máxima Verosimilitud de secuencias nucleotídicas de la región 

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 más relevante se muestran en fondo gris. El largo de las ramas es proporcional al 

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

 

Evolución del HCV basado en el análisis de secuencias del gen NS5A 

Las secuencias aminoacídicas 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 aminoacídicas de 

aislamientos de cada paciente parecieran tener un patrón característico, tanto aquellos 

pacientes monoinfectados como coinfectados. Este patrón se puede apreciar en el árbol 

filogenético por Máxima 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 aminoacídicas 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: Árbol filogenético por Máxima Verosimilitud de secuencias nucleotídicas de la región 

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 más relevante se muestran en fondo gris. El largo de las ramas es proporcional al 

número de sustituciones nucleotídicas 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 comparó el número de 

mutaciones en el PKRBD para cada tiempo (Figura 4.19). El número 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 ningún caso las diferencias son 

estadísticamente significativas (p>0.05) 
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Figura 4.19: Número de mutaciones aminoacídicas promedio de cada tiempo de seguimiento en 

pacientes HIV coinfectados y en HCV monoinfectados del estudio HALT-C.  

 

Se calculó la heterogeneidad del HCV en base a la región 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 sería menor (Figura 4.20). No obstante, futuros estudios son 

necesarios para acceder a resultados más concluyentes.  
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Figura 4.20: Heterogeneidad (como  entropía de Shannon) de cuasiespecies del HCV basado en 

el análisis de secuencias genómicas del gen NS5A previa al tratamiento en pacientes HCV 

monoinfectados de ambos estudios multicéntricos, ViraHep y HALT-C, y de pacientes 

coinfectados con HIV. 

 

Relación entre el número de mutaciones en E2 y NS5A y los niveles de carga viral 

De acuerdo con algunos autores [4, 193], y como se mencionó con anterioridad, el 

número de mutaciones en el dominio PKRBD de NS5A estaría asociado a la respuesta a 

la terapia basada en el interferón. El mismo razonamiento fue estudiado para el dominio 

PePHD de E2 [15, 194]. En secciones anteriores se estudió la relación entre el número de 

mutaciones en el PKRBD y el PePHD a tiempos basales y la respuesta final al 

tratamiento. En esta sección se analiza el número 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 mutación de escape. A su vez, 

se analiza el número de mutaciones nucleotídicas en el IRES de la región 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 número de mutaciones en 

5´UTR y el PePHD se mantiene constante mientras que para el PKRBD aumenta a 

medida que los valores de ARN plasmático disminuyen. Coincide ello con lo previamente 

publicado, en donde a mayor número de mutaciones en el PKRBD mayor probabilidad de 

respuesta a la terapia. Hay que destacar que los valores de caída de carga viral son 

menores a 2 logaritmos y que el promedio de mutaciones cae solo en 1, siendo 

necesarios más estudios para poder sacar conclusiones definitivas. 
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Figura 4.21: Correlación entre la carga viral del HCV previo y durante el tratamiento (Basal, 24hs, 

4, 12 y 24 semanas) y el número de mutaciones de 5´UTR (violeta) y de los dominios PePHD de 

E2  (Verde) y PKRBD de NS5A (Rojo).   

 

Tasas de sustitución del HCV 

La figura 4.22 muestra la tasa de sustitución nucleotídica del HCV obtenido para 

cada región (5´UTR, E2 y NS5A) durante todo el tratamiento. A su vez, se compararon las 

tasas de sustitución 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 sustitución durante el tratamiento desde 5´UTR exhibió los valores 

más bajos seguido de E2 y NS5A (Figura 4.22 A). Interesantemente, la tasa de sustitución 

más alta se observó durante el tratamiento de los pacientes HCV monoinfectados.  

Se determinó también la variación de las tasas de sustitución 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 región en los distintos puntos de 

seguimiento, aunque las diferencias entre las regiones estudiadas se mantienen. 
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Figura 4.22: Tasas de sustitución del HCV basado en el análisis 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 sustitución por sitio por año. CO: coinfectado; Mono: monoinfectado. 

 

Compartimentalización del HCV 

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

Por tal motivo se decidió 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 conservación de la región E2 intra e 
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inter-pacientes, se resolvió no analizar esta región en este compartimento. Tanto la región 

5´UTR como NS5A no mostraron diferencias a nivel nucleotídico ni aminoacídico, 

respectivamente, entre los distintos compartimentos (Figura 4.23). El tratamiento de los 

pacientes tampoco reflejó 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). 

 

A) 

 

 

B) 
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Figura 4.23: Comparación 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 utilizó como 

referencia. También se incluyó la referencia 1b (D90208). 

 

Selección positiva y negativa y, análisis de la heterogeneidad del HCV basado en 

las secuencias de NS5A durante el tratamiento 

Dado que en los pacientes HIV-HCV coinfectados la región NS5A fue la más 

variable durante el seguimiento, se decidió clonar y analizar la selección positiva, negativa 

y la heterogeneidad de esta región en cada punto del seguimiento de cada paciente. No 

se observó selección positiva de variantes dentro del ISDR ni del PKRBD a lo largo de la 

terapia, aunque si se determinó selección negativa de algunos aminoácidos en modo 

limitado a algunos aislamientos del HCV (Figura 4.24). 
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Figura 4.24: Selección negativa de aminoácidos durante el tratamiento con peg-IFN+RBV de los 

11 pacientes HIV-HCV coinfectados. Se representa el número de pacientes que seleccionan 

negativamente un aminoácido en una determinada posición. Se destacan las regiones 

correspondientes al ISDR y al PKRBD. 

 

Con el fin de estudiar la variación de las cuasiespecies del HCV en base a las 

secuencias de NS5A a lo largo del tratamiento se determinó la heterogeneidad para cada 

punto del seguimiento. En la figura 4.25 se muestra como varía la heterogeneidad en 

cada tiempo sin observarse diferencias estadísticamente 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 entropía 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.  

 

Conservación aminoacídica en la constitución de la glicoproteína E2-Análisis por 

UDPS 

 Dada la gran conservación aminoacídica del PePHD a lo largo del tratamiento 

irrespectivamente de la coexistencia de HIV, se decidió analizar las variaciones de las 

cuasiespecies del HCV basado en el análisis de este dominio mediante la técnica de 

pirosecuenciación ultra profunda, ya que por medio de este método se podrán analizar las 

secuencias minoritarias y la evolución de las mismas a lo largo del tratamiento. Para este 

análisis se analizó una población 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 características 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 halló 

asociación entre el género, el grupo de riesgo y la respuesta final al tratamiento (p>0.05). 
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Tabla 4.11: Características demográficas y basales de laboratorio de los pacientes 

estudiados. 

Paciente Género Edad (Años) Peso (Kg)
Grupo de 
Riesgo tgp (UI/ml) CD4 (cel/ml)

Carga Viral 
HCV 

(copias/ml)
Estado de 
Fibrosis

Años con 
HIV*

Años con 
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 3 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

*Estimado desde el diagnostico serológico

ND: No determinado

 

 

 Se compararon las secuencias aminoacídicas parciales de la glicoproteína E2 

obtenidas por secuenciación directa de cada grupo de pacientes antes y durante el 

tratamiento, observándose una alta conservación, independientemente del grupo 

analizado. No se observan cambios aminoacídicos 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 región E2 previamente analizadas, en las 

regiones flanqueantes al PePHD se observó un motivo aminoacídico característico de 

cada paciente (Figura 4.26). Tal fenómeno se advierte al visualizar el árbol filogenético 

por Máxima Verosimilitud (Figura 4.27). Las secuencias de cada paciente forman un clado 

diferencial con un origen monofilético, observándose una distribución 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 según respuesta frente a la terapia. 

CV-HCV PCR CV-HCV PCR CV-HCV PCR CV-HCV PCR

(Log IU/ml) (Log IU/ml) (Log IU/ml) (Log IU/ml)

BT1 6.14 POS 4.61 POS <3.5 NEG 6.60 POS

BT2 6.80 POS 5.25 POS <3.5 NEG 6.00 POS

BT3 6.24 POS 5.94 POS <3.5 NEG 6.69 POS

BT4 7.44 POS 5.18 POS <3.5 NEG 7.32 POS

SVR1 6.54 POS 5.64 POS <3,5 POS <3.5 NEG

SVR2 7.46 POS 6.12 POS 4.99 POS <3.5 NEG

SVR3 5.89 POS <3.5 NEG <3.5 NEG <3.5 NEG

SVR4 5.80 POS <3.5 NEG <3.5 NEG <3.5 NEG

NR1 7.11 POS 6.62 POS 5.32 POS 5.97 POS

NR2 6.58 POS 6.47 POS 6.21 POS 5.95 POS

NR3 7.09 POS 6.98 POS 6.60 POS 6.38 POS

NR4 7.38 POS 6.84 POS 6.62 POS 5.86 POS

NR5 7.25 POS 6.16 POS 5.80 POS 5.93 POS

NR6 6.69 POS 6.53 POS 5.45 POS 4.47 POS

NR7 6.70 POS 5.80 POS 5.91 POS 6.23 POS

SVR: Respondedor; BT: Relapser; NR: No respondedor

Basal 24hs W04 W12
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Figura 4.26: Secuencias aminoacídicas directas de la región 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. 

 
Figura 4.27: Árbol filogenético de Máxima 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 más relevante se muestran en fondo gris. 

  

 Al analizar la tasa de conservación aminoacídica en el PePHD del total de las 

secuencias analizadas (39.364 secuencias) se observó que los aminoácidos de cada 

posición se conservaban aproximadamente en un 99% (Tabla 4.13). Interesantemente, la 

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

grupos de respuestas estudiadas (p>0.05). 

 

Tabla 4.13: Tasa  de conservación de cada aminoácido del PePHD para cada tiempo de 

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

39364 secuencias. 

Basal 

(n=4)

24hs 

(n=2)

W04 

(n=2)

Basal 

(n=4)

24hs 

(n=4)

W12 

(n=4)

Basal 

(n=7)

24hs 

(n=7)

W04 

(n=7)

W12 

(n=7)

R 99.6 99.5 99.3 99.6 99.7 99.6 99.7 99.4 99.6 99.5 99.3

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 99.3 99.9 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 99.4 98.8 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 99.5 99.4 99.4 99.7 99.6 99.3 99.4 99.4 99.6

SVR:Respondedor; BT: Relapser; NR: No respondedor

PePHD 

Todas las 

secuencias 

(n=15)

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

n: Número de pacientes analizados  
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5.   Discusión 

La hepatitis C es una enfermedad curable [64]. Hoy en día, el tratamiento con 

interferón pegilado combinado con el análogo de nucleósido ribavirina, es el único 

tratamiento aprobado para tratar tanto a pacientes HCV monoinfectados como 

coinfectados con HIV. Sin embargo, las tasas de respuesta son sub-óptimas, 

observándose una respuesta virológica sostenida de un 36% para los genotipos 1 y 4 y, 

un 43-73% para los genotipos 2 y 3 [47]. El costo económico de esta terapia es una de las 

barreras principales para acceder al tratamiento en países en vías de desarrollo. El 

cumplimiento del tratamiento y la aparición de efectos adversos son cruciales para el éxito 

de la terapia. Los efectos secundarios más comunes del interferón/ribavirina son malestar 

general, fiebre, mialgias, dolor de cabeza, alteración del estado de ánimo (depresión, 

ansiedad) y hemólisis de glóbulos 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 pronósticos 

de respuesta al tratamiento que permitan estimar el resultado de la terapia y en base a 

ello, estipular el tiempo de tratamiento redundará en mejorar la calidad de vida del 

paciente así como disminuir los costos del tratamiento. 

 

5.1.  Distribución de genotipos del HCV en pacientes infectados por HIV. Relación 

con los niveles de carga viral plasmática 

Desde 1996, el HAART ha permitido revertir la inmunodeficiencia en la mayoría de 

los individuos infectados por el HIV y ha disminuido drásticamente la incidencia de 

enfermedades oportunistas [195]. Como consecuencia, otras enfermedades hasta 

entonces poco relevantes, como las hepatitis crónicas virales, han tomado mayor 

relevancia. Debido a ello, el tratamiento de la hepatitis crónica C en los pacientes con HIV 

es una prioridad por dos motivos fundamentales. Primero, por la más rápida progresión a 

cirrosis; segundo, por la tolerancia disminuida y el mayor riesgo de hepatotoxicidad de los 

antirretrovirales en presencia de hepatitis crónica C [196]. 

Dado que los diferentes genotipos del HCV responden diferente al tratamiento con 

IFN, modificando así la duración 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 pronóstico. 

 Los resultados de esta sección permiten ampliar y sostener los conocimientos 

sobre la epidemiología molecular del HCV ante la coinfección con HIV que fueran 

recientemente reportados [178]. Aún 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 distribución de 

genotipos hallada en pacientes monoinfectados por HCV, en donde el subtipo más 

frecuente es el 1b [40]. Ha sido reportado que el subtipo 1a del HCV está sustituyendo al 

subtipo 1b a lo largo de los últimos 30 años [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 

epidemiología 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 infección) y/o a posibles interacciones sinérgicas entre 

los dos virus.  

   

5.2.  Epidemiología molecular del HCV genotipo 4 

El escenario del genotipo 4 del HCV es comparable a múltiples epidemias 

importadas en donde no hay evidencias de una red o clado de transmisión.  

A diferencia de la sección anterior, en la cohorte analizada en este tópico, el HCV-4 

se halló en una frecuencia mayor a la esperada, observándose un aumento en la 

prevalencia de este genotipo en pacientes HIV positivos de Argentina. Es de importancia 

mencionar que ambos estudios se realizaron en períodos de tiempo separados por 1 año 

y que en la cohorte aquí discutida no se incluyeron pacientes de la cohorte anterior, salvo 

aquellos infectados por el HCV genotipo 4 incorporados únicamente para los análisis de 

filogenia molecular. 

En general, los datos de la prevalencia del genotipo 4 del HCV, junto con la 

comparación filogenética (y su acercamiento con las cepas del HCV-4 previamente 

reportadas en Argentina)  sugiere que el HCV-4 no representa una introducción reciente 

en el país, que circula en todos los grupos de transmisión y que su presencia es cada vez 

mayor entre los pacientes infectados con HIV. Estos hechos se contraponen a la hipótesis 

que todas las cepas del HCV-4 tuvieran una fuente común. 
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 Es preciso destacar que las distintas variantes del HCV-4 halladas en Argentina no 

presenta una ruta común de infección como fue previamente reportado en España [202] o, 

asociado a un perfil epidemiológico particular [198-201]. Sin embargo, considerando el 

reducido número de pacientes infectados con HCV-4 estudiados en este punto, la 

estimación de una red de infección 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 indicaría que estas cepas no poseen un origen en común. No obstante, el 

escaso número 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 

geográficas con una elevada prevalencia de infecciones con el HCV-4, como en el Medio 

Oriente y el norte y centro de África [203]. En Europa, la prevalencia del HCV-4 ha ido 

incrementándose en los últimos años debido a la inmigración de personas infectadas con 

este genotipo [198-201]. En América Latina la información sobre la prevalencia del HCV-4 

y de los diferentes subtipos circulantes es todavía escasa. Los grupos filogenéticos de las 

secuencias de Argentina del HCV-4 parecerían tener un nexo con el HIV dado que las 

vías de transmisión más 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 más bajas de 

respuesta al tratamiento antiviral. El genotipo 1 es el más prevalente en Argentina, tanto 

en pacientes HCV monoinfectados como en HIV coinfectados y el genotipo 4 está 

incrementando su frecuencia en pacientes con HIV. Dado que las tasas de respuesta al 

tratamiento del HCV son aún menores en pacientes con HIV, conocer la prevalencia de 

los genotipos y los grupos de riesgo asociados, es de suma importancia.  

Los hallazgos aquí presentados pueden ser útiles para la planificación de un control 

de las infecciones por el HCV en Argentina, en donde se reportó una baja prevalencia del 

HCV-4 hasta el momento. La detección y caracterización del genotipo 4 merecen una 

atención especial. 
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5.3.  Epidemiología molecular del HCV genotipo 1a 

En Argentina entre otros países del mundo, el genotipo 1 es el más abundante 

tanto para pacientes HCV monoinfectados como en HIV coinfectados, siendo el subtipo 

1b el más predominante en los primeros y el 1a en pacientes coinfectados con HIV. Para 

este objetivo particular se estudió una población de 25 pacientes HIV-HCV coinfectados 

de Argentina con el fin de determinar relaciones filogenéticas y filodinámicas entre las 

cepas del HCV-1a, basadas en las secuencias directas de las regiones codificantes para 

las proteínas E2 y NS5A.  

Las relaciones filogenéticas mostraron evidencias de un clado bien definido de 

secuencias de Argentina (Clado Argentino) exhibiendo un origen monofilético. Este 

fenómeno 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 ocurrió en nuestro estudio, Di Lello y colaboradores [204], encontraron una 

asociación estadística 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 características basales y demográficas de los respondedores y no 

respondedores al tratamiento. 

 La distribución de las cepas del HCV-1a no mostró asociación con la vía de 

transmisión, el tiempo de extracción o la respuesta final del tratamiento, aunque 

considerando la cantidad de aislamientos de pacientes respondedores, se impone 

incrementar el tamaño de la muestra para sacar conclusiones finales al respecto. Este 

escenario podría cambiar cuando un mayor número de datos y de secuencias sean 

analizados. 

 No se hallaron diferencias significativas entre la edad, el sexo, el valor de carga 

viral plasmática y los valores de células CD4+ entre los diferentes grupos de pacientes, 

indicando que el “clustering” estaría involucrado únicamente con la cepa viral que dio 

origen a la infección en cada paciente y no con el estado inmune, o características de los 

pacientes.  

La aparición del Clado Argentino del HCV-1a en pacientes coinfectados con HIV 

podría resultar del efecto fundador de una cepa inusual y de su diversificación 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 

patrón aminoacídico característico 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 podrían influenciar la tasa de respuesta al tratamiento (PePHD 
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de E2 y PKRBD de NS5A). Ello podría tener relación con la baja tasa de respuesta al 

tratamiento observada en los pacientes coinfectados con HIV [205, 206]. Esta diferencia 

aminoacídica también tuvo impacto en la unión de las moléculas de CMH-I a los péptidos 

del HCV, lo que podría favorecer el escape a la vigilancia inmune en otras regiones como 

fuerza de selección en la divergencia de los genotipos del HCV [207-209].  

 El análisis filodinámico de los aislamientos del HCV-1a de Argentina mostró 

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 años „70 y comienzo del 2000. Estos resultados de tiempo de ancestro 

común 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 apareció en Sud América en los años „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 además el mismo patrón recombinante, es tangible sugerir que el origen de 

este Clado Argentino del HCV está íntimamente 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 simultánea la filodinamia del HCV y el HIV coexistiendo en un mismo hospedador.  

Los resultados aquí expuestos contribuirán 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 genómicas asociadas a resistencia 

antiviral como elemento pronóstico de respuesta sostenida a la terapia 

antiviral interferón-basada  

Diversos factores pronósticos 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 aún definida [215, 216]. En ambas poblaciones 

estudiadas para este objetivo no se hallaron asociaciones con los valores de carga viral 

plasmática del HCV, recuento de células CD4, sexo o edad en contraposición 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 replicación del 

HCV en compartimentos extra-hepáticos, lo que generaría un aumento en la carga viral 
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plasmática del HCV [217]. Este hecho podría explicar la falta de correlación entre la 

viremia y la respuesta al tratamiento, ya que tanto los pacientes respondedores como no 

respondedores poseen elevados niveles de carga viral plasmática.  

La infección por el HCV induce fuertemente la actividad antiviral de los ISGs que se 

expresan principalmente en el hígado [218]. Sin embargo, el virus persiste, lo que sugiere 

que el HCV puede bloquear o disminuir la función efectora de los ISGs. La infección por el 

HCV provoca la fosforilación y la activación de la PKR, que inhibe la iniciación de la 

traducción del factor eucariótico eIF2α y atenúa la expresión de proteínas de los ISG a 

pesar de la inducción de los ARNm. La inducción proteica de los ISG se restablece y el 

efecto antiviral del interferón se incrementa cuando la expresión de la PKR es reprimida 

en las células infectadas tratadas con interferón. Mientras que la traducción de proteínas 

del huésped, incluyendo los ISGs antivirales, es suprimida por la activación de la PKR, el 

IRES del HCV no lo es. Por lo tanto, la capacidad del HCV para activar la PKR puede, 

paradójicamente, ser una ventaja para el virus durante la respuesta al IFN por la 

supresión preferencial de la traducción 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 correlación ha sido exhibida entre el 

número de mutaciones dentro de la región carboxilo terminal del gen codificante de la 

proteína NS5A, denominada región determinante de la sensibilidad al interferón (ISDR) y 

una serie de aminoácidos extras formando el dominio de unión a la PKR (PKRBD) [87], y 

la respuesta a la terapia con IFN. Así, 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 sí lo hacen aquellos infectados con el “tipo mutado” del virus (definido por la 

presencia de 4 o más sustituciones aminoacídicas en ISDR) mostrando una respuesta 

virológica 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 específico por el cual genotipos particulares 

del HCV podrían 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 glicoproteína de envoltura E2 presenta una región con 

homología al sitio de fosforilación del factor eucariótico eIF-2 o “PePHD” que podría 

operar como un sustrato alternativo para la PKR. De este modo el HCV disiparía su 
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acción enzimática sobre el verdadero blanco de acción antiviral, el eIF-2α, permitiendo 

que la síntesis proteica prosiga. Esta estrategia ha sido postulada en modo restrictivo al 

genotipo 1 [15].   

Contribuyendo en la misma dirección, la infección por HIV a través de la inducción 

de antagonistas de los interferones perturba la respuesta inmune antiviral innata que de 

otro modo podría inhibir la replicación del HCV, haciendo que algunos blancos celulares 

resulten más susceptibles a la infección 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 número de mutaciones 

aminoacídicas 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 virológica 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 podrían ser necesarios para aumentar el efecto del IFN y alcanzar una 

respuesta sostenida en pacientes HIV-HCV coinfectados.   

 En ausencia de una terapia antiviral específica, el HCV podría exhibir variantes 

genómicas 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 infección 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. Además, el fenómeno de compartimentalización debería ser 

analizado en otras regiones del genoma donde el tropismo viral posee una influencia 

crítica, como por ejemplo el HVR1 (región hipervariable 1) ubicada dentro de la región 

codificante para la proteína de envoltura E2. Debido a que las CMSP podrían servir como 

un punto crítico para la interacción directa entre HIV y HCV, un examen más detenido de 

este compartimiento debería llevarse a cabo.  

 A su vez, dado el bajo número de pacientes analizados, con diferentes subtipos del 

genotipo 1 y sin seguimiento durante el tratamiento, es fundamental para poder obtener 

un acercamiento más acabado, estudiar una población con un mayor número de 

participantes infectados con un mismo subtipo del HCV. 
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 Tanto en la población I como en la población II se observó que el dominio PePHD 

de la glicoproteína E2 en aislamientos del HCV de pacientes de Argentina es altamente 

conservado en el genotipo 1, no observándose diferencias estadísticamente significativas 

en el número de mutaciones y la respuesta final del tratamiento, lo cual coincide con los 

hallazgos descriptos para la población de EE.UU. y por otros autores [206, 222]. Estos 

resultados sugieren que el dominio PePHD carece de valor para ser utilizado como 

marcador pronóstico de respuesta al tratamiento con peg-IFN+RBV.   

De manera contraria, la región NS5A estudiada en la población II mostró una 

relación entre el número de mutaciones en el ISDR y el PKRBD y la respuesta al peg-

IFN+RBV, contradiciendo los resultados expuestos para la primera población, pero 

concordando con otros autores respecto del número de mutaciones estimados para 

predecir una respuesta virológica [4, 223]. 

Diversos argumentos pueden describirse para salvar estas diferencias halladas en 

la región NS5A entre las dos poblaciones estudiadas, siendo una de ellas la diversidad de 

genotipos y subtipos hallados y comparados conjuntamente en la población I. En la 

población II se analizó un grupo homogéneo de pacientes infectados con el subtipo 1a del 

HCV, mientras que en la población I se analizaron 5 pacientes infectados con el subtipo 

1a y 3 con el subtipo 1b. Las diferencias aminoacídicas basales entre los subtipos puede 

generar errores a la hora de diferenciar entre una mutación puntual o un cambio 

característicos de cada subtipo. 

En el mismo sentido, el uso de diferentes secuencias de referencia (y de diferentes 

subtipos) para comparar el número de mutaciones puede generar discrepancias. Para la 

población de Estados Unidos se utilizó una secuencia de referencia caracterizada como 

subtipo 1b (HCV-J o D90208), mientras que para la población Argentina se utilizó una 

secuencia prototipo correspondiente al subtipo 1a (M62321). 

El número 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 

estadísticas por comparación entre las dos condiciones. 

 Además, han sido publicados resultados contradictorios entre el número de 

mutaciones en el ISDR y el PKRBD y la asociación con la respuesta al tratamiento, 

habiéndose publicado para poblaciones de Europa y EE.UU. la ausencia de correlación 

entre estos factores [85, 86]. A su vez, las cepas virales pueden adaptarse a una 

población 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 asociación del número de mutaciones en el ISDR y el PKRBD y la 

respuesta virológica, se podría plantear la posibilidad de utilizar las secuencias de NS5A 

como marcador pronóstico de respuesta al tratamiento en poblaciones particulares en 

donde haya sido confirmada esta asociación. 

 

5.5.  Evolución molecular del HCV y análisis de la compartimentalización durante 

el tratamiento con peg-IFN+RBV 

Como se mencionó en otras oportunidades, la única terapia efectiva y permitida 

para tratar las infecciones por HCV en pacientes coinfectados con HIV es la combinación 

del interferón pegilado con la ribavirina. Sin embargo, la tasa de respuesta virológica 

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 

podrían 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 

más influyente es el genotipo, aunque no es el único. Varias regiones genómicas del HCV 

fueron caracterizadas en afectar la respuesta final del tratamiento, siendo las regiones del 

IRES (en el 5´UTR), el PePHD (en la proteína E2) y el ISDR y el PKRBD (en la proteína 

NS5A) algunas de ellas [226-230]. 

En esta sección se analizó la evolución 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 región 

en la resistencia. 

 En contraste con trabajos previos [182, 231, 232], aquí se muestra que las 

secuencias nucleotídicas del IRES y aminoacídicas del PePHD, permanecen sin cambios 

durante el tratamiento antiviral, siendo estas secuencias prácticamente idénticas entre los 

diferentes pacientes. De allí se desprende que estas regiones no tendrían relación 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 presentó cambios 

aminoacídicos durante el tratamiento, pero no se halló asociación entre ellos y la 

resistencia a la terapia, aunque todas las muestras poseían 4 o menos de 4 mutaciones 

en el mencionado dominio. Al compararse la diversidad de las secuencias basales del 

HCV entre pacientes monoinfectados y coinfectados, se halló que aquellos aislamientos 

de pacientes monoinfectados presentaban un mayor número de variantes que aquellos 

obtenidos de pacientes coinfectados. Estos resultados coinciden con los publicados por 

otros grupos de investigación en donde se observa que el HCV es menos variable cuando 

coexiste con HIV [147, 233, 234]. Esto podría deberse a que las células T anti-HCV 

específicas se hallan en menor proporción en pacientes coinfectados con HIV que en 

monoinfectados con HCV [235]. Durante el tratamiento con peg-IFN+RBV, la presión de 

selección aumenta en tanto se recupere la respuesta celular T HCV-específica, facilitando 

así la emergencia de cuasiespecies, lo que explicaría 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 genómicas 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 genómicas del 

HCV analizadas por Máxima 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 común y la ausencia 

de divergencia en el tiempo. 

Al comparar las secuencias nucleotídicas y aminoacídicas de las porciones 

amplificadas para cada gen, tampoco se observaron diferencias entre los dos grupos 

estudiados. Estos resultados demuestran que la coinfección con HIV no favorece directa o 

indirectamente, la aparición de nuevas cepas del HCV. Teniendo en consideración que 

estos estudios fueron llevados a cabo con secuencias parciales de tres regiones 

genómicas, para obtener una conclusión definitiva se impone realizar estudios con 

secuencias completas del virus. A su vez, el número de secuencias de cada grupo 

debería incrementarse de modo tal que se aumenten las probabilidades de 

reconocimiento de secuencias emparentadas.  

Ha sido reportada la replicación del HCV en reservorios extra-hepáticos, incluyendo 

a las células linfoideas [217]. Así, tales sitios podrían actuar como reservorios de la 

infección 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 genómicas 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 análisis de las regiones genómicas 5´UTR 

y NS5A así como el aminoacídico de ésta última puso en evidencia que las secuencias se 

mantenían invariantes, independientemente del compartimento analizado en los diferentes 

tiempos de análisis. Estos resultados sugieren que las CMSP se hallarían en contacto con 

las mismas cepas (según las regiones aquí analizadas), que el tratamiento con peg-

IFN+RBV poseería el mismo efecto en ambos compartimentos y que la terapia no 

seleccionaría variantes resistentes existentes en las CMSP.  

La replicación del HCV en sitios extra-hepáticos implica poner en evidencia la 

presencia de ARN de cadena negativa del HCV en estos tejidos, considerando a tal 

estado genómico 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, mostró evidencias 

de compartimentalización y evolución del HCV en CMSP [217]. Aunque la replicación del 

HCV en CMSP ha sido previamente descripta, el significado y la relevancia de este 

reservorio no ha sido, todavía, bien establecido. Existe un nivel desproporcionadamente 

alto de detección 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 podría suponer que las secuencias 

obtenidas de aislamientos virales desde células linfoideas podrían ser el resultado de la 

caracterización de virus adsorbidos a la superficie celular, en lugar de ser variantes con 

tropismo por las CMSP. Esto podría 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 análisis de clones sería condición sine qua non, 

tanto para la región NS5A como para regiones hipervariables, como las existentes en las 

regiones codificantes para las glicoproteínas 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 podría estar más 

asociada a factores del hospedador que a factores virales.  
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 Como se mencionó anteriormente, el HCV es un virus ARN y como tal posee una 

replicación rápida y dado a la falta de actividad proofreading en la ARN polimerasa, posee 

también una alta tasa acumulación de mutaciones que va de 0.4 x 10-3 a 1.2x10-3 

sustituciones por base, por sitio, por año [203, 240, 241]. Esta alta tasa de sustitución se 

vio reflejada en las secuencias flanqueantes al PePHD, en donde cada aislamiento poseía 

una secuencia aminoacídica característica, diferente a la de los otros aislamientos. 

Notablemente, el dominio aminoacídico PePHD se encontró extremadamente conservado, 

observándose menos de un 1% de cambios aminoacídicos por posición.  

 Varios autores han sugerido que este dominio podría 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 deleción de aminoácidos en el PePHD de 

cepas del HCV-1, disminuye de manera significativa la capacidad de unirse a la PKR, 

mientras que la región C-terminal truncada de la proteína E2 pierde completamente la 

capacidad de unión y de inhibición de la PKR. Estos hallazgos indican que otras regiones 

diferentes al PePHD, incluidas dentro de la porción C-terminal de E2, podrían interactuar 

con la PKR y poseer un posible rol en la supresión de su actividad, permitiendo el escape 

a la terapia antiviral. Por lo tanto, las regiones flanqueantes al PePHD podrían estar 

implicadas en la resistencia al tratamiento, aunque este estudio mostró 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 conservación en el PePHD en pacientes 

monoinfectados con el subtipo 1b del HCV y tampoco hallaron asociación alguna entre las 

mutaciones en el PePHD y la respuesta a la terapia. De manera similar, por análisis ultra-

profundo de los aislamientos del HCV de pacientes coinfectados con HIV, una extremada 

conservación aminoacídica fue hallada para esta región en pacientes respondedores, no 

respondedores y aquellos que recaen durante la terapia, observándose más de un 99% 

de conservación aminoacídica por posición. Asimismo, el análisis ultra-profundo nos 

permitió identificar variantes minoritarias que por clonado convencional no hubieran sido 

posibles identificar, ya que estas están presentes en menos del 1% de las secuencias 

analizadas. El rol de estas poblaciones y como podrían influenciar la respuesta al 

tratamiento con peg-IFN+RBV todavía no es clara y amerita posteriores estudios. 

Este alto grado de conservación en el dominio PePHD parecería no estar asociado 

con la resistencia al tratamiento, pero podría estar involucrado, al igual que otros dominios 
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de E2, en funciones específicas como la inhibición de la apoptosis [242] o la unión a CD81 

que permite la entrada del virus en la célula [243]. 

Finalmente, el dominio PePHD del HCV-1 no estaría involucrado en la resistencia 

al peg-IFN+RBV en pacientes coinfectados con HIV, por lo tanto, su uso como marcador 

pronóstico de respuesta a la terapia sería inapropiada para esta población. 
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6.    Conclusiones 
 

La coinfección con HCV en pacientes infectados por HIV es un hallazgo frecuente 

en virtud de las similares vías de transmisión 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 geográficas. 

La presencia de HIV modifica la historia natural de la infección por HCV y la 

respuesta a la terapia basada en el interferón 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 pronósticos de la respuesta al tratamiento y de caracterizar posibles 

mutaciones o reservorios que permitan el escape del virus. 

En primer lugar, de la realización de un estudio epidemiológico en el Centro 

Nacional de Referencia para el SIDA se determinó que el genotipo del HCV más 

prevalente en pacientes con infección 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 proporción fue el 1a, resultado 

contrapuesto a lo reportado previamente en pacientes HCV monoinfectados, en donde el 

subtipo más prevalente es el 1b. La epidemiología 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 común para este grupo de secuencias y los 

análisis filogenéticos para los aislamientos de HIV de los mismos pacientes sugiere que el 

surgimiento de este nuevo clado estaría asociado a la emergencia de la cepa 

recombinante BF de HIV. Este hecho explicaría el aumento de la frecuencia del subtipo 1a 

observada en pacientes coinfectados con HIV y ayudaría a entender la epidemiología del 

HCV en pacientes con HIV. 

De un relevamiento de datos del mismo estudio epidemiológico se confirmaron los 

resultados previamente descriptos, siendo llamativo el aumento del HCV genotipo 4 ya 

que este genotipo fue descripto principalmente en Egipto y África Central. La 

epidemiología molecular de este genotipo por medio de inferencias filogenéticas describe 

la presencia de 3 subtipos distintos, siendo el subtipo 4d el más 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 vías de transmisión expuesta por los 
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pacientes, pero el aumento de este subtipo difícil de tratar constituye un problema de gran 

magnitud en la población coinfectada con HIV.   

 Los estudios del HCV a nivel molecular en el dominio PePHD demuestran que el 

uso de esta región como marcador pronóstico de respuesta al tratamiento resulta 

inadecuado dada la alta conservación en las secuencias aminoacídicas entre los 

diferentes grupos de pacientes, independiente de la respuesta final al tratamiento o el país 

de origen de la muestra. A su vez, esta conservación se observó también a lo largo del 

tratamiento, y los análisis genómicos de poblaciones virales minoritarias empleando la 

técnica de pirosecuenciación ultra profunda mostraron un porcentaje de conservación de 

cuasiespecies de este dominio de más del 99%. 

 Con respecto a la región NS5A, incluyendo al ISDR y al PKRBD, se observó que 

dependiendo de la población de estudio, el uso de las mutaciones de estos dominios 

como marcadores pronósticos de respuesta podría ser factible. 

Los estudios de evolución de los pacientes no respondedores al tratamiento 

mostraron que el peg-IFN+RBV no selecciona per se variantes de escape y que la 

coinfección 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 exhibió evidencia de compartimentalización en un tiempo dado de 

análisis, permaneciendo con alto grado de identidad aún bajo la presión ejercida por la 

terapia. 

 Por último, independientemente de las poblaciones estudiadas, no se hallaron 

correlaciones entre factores virológicos del HCV (carga viral, nivel de heterogeneidad de 

cuasiespecies), y status inmune (niveles de linfocitos T CD4+) del hospedador infectado 

con HIV-1. Más aún, la infección por HIV tampoco parecería impactar sobre la variabilidad 

del HCV antes y durante el tratamiento antiviral. 

 Los resultados de esta tesis contribuyen a la epidemiología 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  Anexo I 

Formulario de Información y Consentimiento para el Paciente 

 

Título del Estudio Análisis de factores virológicos y moleculares asociados a 
la respuesta al tratamiento con interferón 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. Fernández 
 
 
Introducción 

A usted se lo está invitando a participar en un estudio de investigación clínica. Para 
decidir si desea o no ser parte de esta investigación, es importante que comprenda los 
riesgos y beneficios asociados con el mismo para poder tomar una decisión informada. 
Esto se denomina consentimiento informado. Este formulario de consentimiento le facilita 
información que su médico en el estudio le explicará. Se le solicitará 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 información y si decide participar, se le 
solicitará que firme y feche este consentimiento y se le entregará una copia del mismo. 
 
Propósito  

A usted se lo está invitando a participar en este estudio debido a que es HIV-seropositivo 
y presentar asimismo una infección crónica por el virus de la hepatitis C (HCV).  El 
objetivo principal de este estudio es evaluar si la caída de la cantidad de virus de la 
hepatitis C en su sangre durante las primeras 24 horas de tratamiento con interferón 
pegilado y ribavirina que su médico le haya indicado. 
 
En este estudio participarán aproximadamente 60 pacientes de más de 18 años de edad 
infectados con HIV y HCV. 
 

Duración del Estudio 

La duración estimada del estudio será de 72 semanas (1año y medio).  

 

Procedimientos a ser Seguidos durante el Estudio 

Si usted decidiera participar en este estudio, se le solicitará concurrir al hospital / clínica 
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 solicitará que lea y 
firme el consentimiento informado.   
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En este estudio habrá un grupo de tratamiento. Todos los pacientes recibirán el 
tratamiento con interferón pegilado (alfa 2a o alfa 2b) y ribavirina según la indicación de su 
médico. 
 
Se le extraerán aproximadamente diez cucharaditas (alrededor de 45 ml) de sangre para 
pruebas de laboratorio (incluida hematología y química sanguínea), determinación de 
carga viral (cantidad del HCV en su sangre), recuento de CD4 (células del sistema 
inmunitario destruidas por el HIV).  No habrá ningún nombre que lo identifique en ninguna 
de sus muestras de sangre.  Se lo someterá a un examen físico completo y se le tomarán 
y registrarán sus signos vitales, talla y peso.  Además, el personal a cargo del estudio le 
preguntará sobre sus antecedentes clínicos y empleo de drogas/medicación en el pasado 
o en el presente, incluidos los medicamentos antivirales que haya tomado o esté 
tomando. 
 
Durante el estudio, se le extraerá sangre para determinaciones de carga viral del HCV, 5 
minutos antes de la primera inyección de interferón 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 estarán disponibles para usted una 
vez que el equipo del estudio los reciba. 
 
Si usted decidiera interrumpir definitivamente su participación en el estudio antes de 
completarse la investigación, se le solicitará que concurra al hospital / clínica para que el 
médico encargado del estudio le pueda practicar una evaluación adicional.  Durante esta 
visita será sometido a los siguientes procedimientos: examen físico completo,  medición 
de signos vitales, determinación de la carga viral del HCV. Además, se le extraerá sangre 
para evaluaciones rutinarias de laboratorio. 
 

Responsabilidades 

Como participante en esta investigación, será su responsabilidad concurrir al hospital / 
clínica  para todas las visitas programadas del estudio, tomar la medicación en la forma y 
frecuencia prescripta, y retornar todos los frascos de la medicación en estudio, estén 
vacíos o no, al personal a cargo del estudio.   
 
 
Nueva Información 

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

Posibles Beneficios 

Es posible que usted no reciba beneficio alguno del tratamiento en estudio.  Sin embargo, 
la información obtenida de esta investigación podría beneficiar a otros al permitir un mejor 
conocimiento sobre la relación entre la respuesta temprana al tratamiento con interferón 
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 extracción de sangre incluyen dolor, hematoma (mancha 
violeta en zona que ingresa la aguja), sangrado u otras molestias en el sitio de la 
extracción. Muy rara vez puede sobrevenir desmayo o infección en el sitio de la 
extracción. Se tomarán las precauciones necesarias para minimizar estas dificultades. 
 
Tratamientos Alternativos 

Usted no tiene obligación de participar en este estudio para recibir tratamiento para su 
infección por HCV.  
 
Remuneración por Participar en el Estudio 

Usted no recibirá pago alguno por participar en este estudio.  
 
Costos por su Participación en el Estudio 

Todas las visitas, procedimientos y pruebas de laboratorio relacionados específicamente 
con este estudio serán sin cargo.  
 
Se le proveerá la droga del estudio sin cargo. 
 
Ud. comprende que toda atención médica no requerida específicamente para este 
estudio, pero que forme parte de su cuidado médico habitual se le facturará a usted, a su 
obra social o prepaga.  
 
Participación/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 atención médica presente 
o futura en esta institución.  Si decide suspender el tratamiento con los medicamentos en 
estudio, se le solicitará acudir al hospital / clínica para una visita de retiro prematuro (que 
será 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 participación 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. 
 
Divulgación de Registros Médicos y Confidencialidad 

Al firmar al pie, usted está autorizando el acceso a la información clínica personal 
contenida en sus registros médicos. Representantes del Ministerio de Salud, otras 
autoridades regulatorias, el Comité de Bioética de la Facultad de Medicina tendrán acceso 
a sus registros médicos originales, a los fines de obtener información sobre el estudio, 
asegurar que la información sea correcta y controlar que la investigación se esté llevando 
a cabo en forma adecuada. Su confidencialidad será protegida hasta donde lo permitan 
las leyes y disposiciones vigentes.  Si bien los resultados de este estudio podrán 
presentarse en conferencias o en publicaciones, nunca se divulgará su identidad en 
dichas presentaciones.  
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¿A Quién Dirigirse para Consultas? 

Para aclarar dudas relacionadas con esta investigación, notificar sobre daños 
relacionados con la misma o para obtener información sobre los procedimientos del 
estudio, usted podrá ponerse en contacto con: 
 
Dr.___________________________________________ 

Cerviño 3356 
(1425) Ciudad de Buenos Aires 
Tel. 48082627  
 
Consentimiento Informado 

He leído las declaraciones anteriores y la información contenida en este formulario de 
consentimiento.  Todas mis preguntas referentes a mi participación en este estudio de 
investigación me fueron contestadas.  Entiendo que tengo plena libertad para decidir no 
participar en este estudio de investigación. 
 
Autorizo la divulgación de mis registros médicos al Comité de Bioética de la Facultad de 
Medicina. Mi historia clínica no será copiada ni retirada del hospital/clínica donde reciba 
mi atención.  
 
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 
tendría como participante en un estudio de investigación.  
 
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  Anexo II 
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7.3  Anexo III 

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

 

Publicaciones de los resultados de esta tesis bajo evaluación. 
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