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AlMs: marcadores informativos de ancestralidad
CD81: tetraspanina humana

CHC: carcionoma hepatocelular

CLDN: proteina Claudina

GAG: glicosaminoglicanos
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IMC: indice de masa corporal

LDL-R: receptor para LDL
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2 Resumen

La infeccidn por el virus de la hepatitis C (VHC) es la causa mas importante de

enfermedad croénica hepdtica y muerte por hepatopatia en el mundo por lo que
supone un problema de salud publica de primer orden a escala mundial.
Segun la Organizacion Mundial de la Salud, el 2.2% de la poblacion mundial,
aproximadamente 170 millones de personas, pueden presentar infeccién crénica por
el VHC, estando la gran mayoria de ellos asintomaticos hasta etapas avanzadas de la
enfermedad.

En nuestro pais no existe un conocimiento epidemiolégico real de esta

afeccion, ya que el reporte del Ministerio de Salud Publica lo incluye junto a la
hepatitis B y otras.
El tratamiento de esta infeccién es aprobado, financiado y controlado por el Fondo
Nacional de Recursos (FNR). Los farmacos que suministra el FNR para combatir la
enfermedad (Interferdn pegilado y Ribavirina) no estan exentos de multiples e incluso
severos efectos adversos. Esto ha llevado a reconocer factores asociados que permitan
predecir el éxito terapéutico. En este sentido, estudios de asociacion del genoma
completo (GWAS) han identificado polimorfismos de nucleétido simple (SNPs) en el
gen IL-28B (codifica IFN-lambda-3) que estan fuertemente asociados con la respuesta
al tratamiento y el aclaramiento viral espontaneo. El genotipo CC en el polimorfismo
rs12979860 ha demostrado ser la variable con mayor peso pre-tratamiento para
predecir el éxito terapéutico’ El otro SNP relacionado es el rs8099917 donde los
pacientes con presencia de alelo T lograban un aclaramiento viral espontaneo.

Por todo lo expuesto anteriormente, este trabajo tiene como objetivo general
determinar las frecuencias alélicas de dos polimorfismos en el gen de IL28B, asi como
las caracteristicas clinicas y epidemioldgicas en una poblacion portadora de hepatitis C

y controles sin la enfermedad.

Nuestros resultados mostraron que las frecuencias génicas para uno de los
SNPs estudiados presentaban diferencias estadisticamente significativas entre la
poblacién con Hepatitis C y la poblacion sin la enfermedad. Como factores del virus y

huésped que pueden influenciar a la hora de implementar el tratamiento, el genotipo



3y el estadio de fibrosis a nivel hepatico son factores que parecerian que inciden en la

muestra estudiada de este trabajo y que tiene repercusiones a la hora del tratamiento.
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3 Introduccion

3.1 Virus de la hepatitis C.

Las hepatopatias son causa frecuente de morbimortalidad. Multiples etiologias
son responsables de las mismas, reconociéndose como las principales las causas
toxicas, metabdlicas, tumorales, autoinmunes e infecciosas. En cuanto a estas ultimas
los microorganismos que con mayor frecuencia generan enfermedad hepatica son los
virus. La infeccidén por el virus de la Hepatitis C (VHC) es la causa mds importante de
enfermedad crénica hepatica y muerte por hepatopatias en el mundo por lo que

supone un problema de salud publica de primer orden a escala mundial.

En 1975 se reconocié por primera vez un causante de hepatitis no-A no-B
transmitido a través de la sangre. Ailos mas tarde, en 1989, se publicaron los hallazgos
gue permitieron identificar al agente etioldgico que se denominé VHC (Kuo et al.,

1989).

El VHC pertenece a la familia Flaviviridae y se encuentra incluido en el género
Hepacivirus, mide entre 55-65nm con un core interno de 30-35nm y alrededor de su
envoltura viral se observan espiculas de 6nm. Tiene un genoma de ARN monocatenario
de polaridad positiva de aproximadamente 9600 bases. Como se observa en la figura 1
posee un marco abierto de lectura (ORF) que se encuentra flanqueado por dos
regiones no codificantes (5'UTR y 3"UTR) importantes para la traduccién y replicacién
del mismo. Superpuesto a la regiéon 5'UTR y extendiéndose unas pocas bases en la
region codificante del core se encuentra un sitio interno de entrada al ribosoma (IRES)
gue permite la traduccion cap-independiente de una poliproteina de
aproximadamente 3000 aminodacidos, que es clivada tanto por proteasas celulares
como virales en al menos cuatro proteinas estructurales y seis no estructurales

(Minassian, Rivero y Oubiia, 2014).
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Figura 1: Esquema de la organizacién genémica del VHC y de las proteinas virales. a)
Genoma viral representado en forma lineal: regiones no traducidas 5" y 3" (anaranjado)
y marco abierto de lectura (azul). b) Organizacion de la poliproteina: proteinas
estructurales (verde) y no estructurales (gris claro). Los tridngulos con fondo negro
indican los sitios de corte de las peptidasas celulares para dar lugar a las proteinas
estructurales. Los triangulos con fondo blanco se refieren a los sitios de corte de las
proteasas virales para dar lugar a las proteinas no estructurales. c) Proteinas virales y

sus funciones. (Koutsoudakis, Forns y Pérez-del-Pulgar, 2013).

3.2 Replicacidn viral del virus de la hepatitis C. (Minassian, Rivero y Oubifia, 2014)

El ciclo de transmisién del virus se da en el hombre, Unico hospedador
susceptible. El higado es el principal sitio de replicacidn del VHC. Las particulas virales
circulan libres o asociadas a lipoproteinas que interactian con los receptores de
superficies especificos como: tetraspanina humana (CD81), receptor para LDL (LDL-R),
receptor basurero (scavenger) (SR-BI), ciertos receptores glicosaminoglicanos (GAG) y
las proteina Claudina (CLDN); y son probablemente internalizados por endocitosis

como se muestra en los puntos 1y 2 de la Figura 2.
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Figura 2: Representacion grafica del ciclo de vida del virus de la hepatitis C.

(Koutsoudakis, Forns y Pérez-del-Pulgar, 2013).

La liberacién del ARN viral se da por el bajo pH del compartimiento endocitico

gue hace que éste libere el ARN viral en el citoplasma de la célula recientemente
infectada y una vez alli se da la desencapcidacion (puntos 3 y 4 de la Figura 2). La
traduccion del genoma del VHC depende de IRES y se desarrolla en areas cercanas al
reticulo endoplasmatico (RE) rugoso (punto 5, Figura 2). El IRES se une a la subunidad
ribosomal 40S, este complejo luego recluta el factor de iniciacion eucaridtico elF3 y al
complejo Met-tRNA-elF2-GTP formando el complejo activo 80S. Iniciada la traduccién
del genoma viral se produce una poliproteina que es luego clivada originando las 10
proteinas virales.
Como se muestra en el punto 6 de la Figura 2, la replicacion del ARN del virus ocurre
en asociacion con membranas citoplasmaticas alteradas, debe formarse un complejo
replicativo compuesto por proteinas virales y ARN viral asociadas a membranas
intercelulares alteradas y diversos factores celulares.

La formacion de vesiculas membranosas que se acumulan constituyen una red
membranosa que es inducida por NS4B, probablemente en forma sinérgica con NS5A,
la cual interactua con factores celulares como la proteina VAP-A (Vessicle-associated

membrane protein-AssociatedProtein) y su isoforma VAP-B, asi como de la proteina
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FBL2 (F Box multiple rich Leucine domains) cuya prenilaciéon es requerida para la
replicacion viral. VAP es una proteina localizada en RE/Golgi involucrada en el trafico
intracelular de vesiculas, e implicada en direccionar a las proteinas no estructurales
virales hacia membranas ricas en colesterol, donde ocurre la replicacién del VHC. La
participacién de FBL2 esta relacionada con el metabolismo lipidico celular habiéndose
observado que dicho proceso modula la replicacién viral, al permitir la interaccion de
FBL2 con NS5A, complejo que es indispensable para la replicacion del genoma del VHC.
NS5B en cooperacidn con proteinas virales como NS3/4A y NS5A y factores celulares se
une al extremo 3'de la cadena (+) de ARN para iniciar la sintesis de novo. Las cadenas
(-) de ARN generadas sirven de templado para la producciéon de cadenas (+). Estos
ARNSs con polaridad del mensajero, pueden ser luego utilizados para la traduccion, en
una nueva ronda de replicacién o ser empaquetados en particulas virales.

La formacién de las particulas virales puede ser iniciada por la interaccion de la
proteina core con el genoma de ARN. La encapsidacidon gendmica ocurre en el RE.
Probablemente las nucleocédpsides virales adquieren su envoltura por brotacion a
través de las membranas del RE y del cis-golgi donde maduran. Los viriones son
liberados por exocitosis a través de la via secretoria desde la célula al espacio

pericelular (punto 8, Figura 2).

3.3 Vias de transmision del virus.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (World Health Organization,
2017), las practicas inseguras de atenciéon en la salud (incluidas las inyecciones
inseguras) y el uso de drogas inyectables siguen siendo las principales formas de
transmisiéon de la enfermedad. La region del Mediterraneo Oriental (62,5 por 100.000)
y la Regidn de Europa (61,8 por 100.000) son las areas con mas altas tasas de infeccién.
En la region del Mediterraneo Oriental, la causa mas comun es a través de las
inyecciones inseguras en la salud (Khan et al., 2000; Mohsen et al., 2015). En la regién
Europa, el uso de drogas inyectables representa una proporcién sustancial de las
nuevas infecciones (Mitruka et al., 2015). En Estados Unidos luego de muchos afios de

disminucion, la incidencia de la infeccidon por VHC se duplicd entre los afos 2010 y

8
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2014 debido al uso de drogas inyectables (Buckley and Strom, 2016). El nUmero de
casos notificados de hepatitis C aguda entre las personas que informaron el uso de
drogas inyectables aumento, especialmente en las zonas rurales (Suryaprasad et al.,

2014; Zibbell et al., 2015).

El riesgo de transmision del VHC de una madre embarazada a su hijo es de 4-
8% y de 10,8-25% si la mujer esta coinfectada por el VIH (Reyes et al., 2016). La
infeccion por transmision sexual ocurre con poca frecuencia en las parejas
heterosexuales, mondgamas pero es mas comun en las personas infectadas por VIH
(World Health Organization, 2017). El uso de drogas intranasales con dispositivos de
inhalaciéon compartidos, otros modos de transmision sanguinea como la puncién
accidental en trabajadores de la salud, procedimientos cosméticos no seguros

(tatuajes, piercings) y circuncision son otras vias descritas de transmision.

3.4 Genotipos virales y prevalencia de la hepatitis C

El VHC es un virus fundamentalmente hepatotropo aunque puede infectar
otras células como son los monocitos, linfocitos y células secretoras (Shimizu et al.,
1996; Arrieta et al., 2001; Caussin-Schwemling, Schmitt and Stoll-Keller, 2001; Wong et
al., 2001). Se conforma de 7 genotipos y por lo menos 67 subtipos (Smith et al., 2014).
Como se observa en la Figura 3, a nivel mundial la prevalencia de estos genotipos y
subtipos es geograficamente diferente (Gower et al., 2014; Messina et al., 2015).
Actualmente, segun los principales genotipos virales: el genotipo 1 es el mas
frecuente, seguido por el genotipo 3, genotipo 2 y por ultimo el 4 (Li y Lo, 2015). Sin
embargo, entre el 1 y el 4% de los pacientes presentan mas de un genotipo (Strader et

al., 2004).
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Figura 3: Prevalencia relativa de los genotipos del VHC 1, 2, 3, 4,5, y 6 por regién GBD.
El tamafio de los graficos circulares es proporcional al nimero de casos
seroprevalentes segun lo estimado por (Mohd Hanafiah et al.,, 2013). Tomado de

(Messina et al., 2015)

Segun la OMS, el 3% de la poblacién mundial, aproximadamente 170 millones
de personas, pueden presentar infeccién crénica por el VHC, estando la gran mayoria
de ellos asintomaticos hasta etapas avanzadas de la enfermedad (World Health
Organization, 2018). En su ultimo informe mundial de hepatitis notificaron que en el
afio 2015 hubo 1.75 millones de nuevas infecciones por este virus. (World Health

Organization, 2017).

En paises de Latino América como Argentina, Brasil, México, Perd y Venezuela
se han realizado estudios epidemiolégicos de la enfermedad y como observamos en la
Figura 4 podemos observar la prevalencia de la enfermedad y los diferentes genotipos

virales.
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Figura 4: Prevalencia de hepatitis C y distribucién de genotipos y subtipos en

diferentes paises de Latino América. Tomada de (Kershenobich et al., 2011)

En nuestro pais no existe un conocimiento epidemiolégico real de esta
afeccidn, ya que el reporte del Ministerio de Salud Publica (MSP) lo incluye junto a la
hepatitis B y otras (Ministerio de Salud Publica, 2010). Ademas si bien es una
enfermedad de notificacion obligatoria al MSP, existe poca adherencia médica a
realizar dicha notificacion.

En un trabajo realizado por Szabo y colaboradores (Szabo et al., 2012) se estimé
qgue la prevalencia de la hepatitis C en el Uruguay estaria entre 1-2%,
aproximadamente 52000 individuos. Los autores para establecer la prevalencia,
extrapolaron los datos de estimaciones de la enfermedad en donantes de sangre, mas
los datos de prevalencia que existen en poblacidon general de paises como Argentina,

Brasil y México.
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3.5 Historia natural de la enfermedad

La infeccion por el VHC puede dar lugar a distintos cuadros clinicos segun se trate de

una infeccién aguda o croénica.

3.5.1 Hepatitis aguda

Luego de la exposicion con el virus se inicia un periodo de incubacion que oscila
entre las 2 y 24 semanas. Al tratarse de una enfermedad asintomatica, sdlo el 20-30%
de los infectados desarrollara una hepatitis aguda sintomatica presentando ictericia y
aumento de la transaminasa hepdatica TGP 6 ALT (alanina amino transferasa). Un
estudio reciente ha demostrado que el 52% de los casos de hepatitis aguda
sintomatica por VHC se resolvieron espontaneamente, circunstancia que no se produjo
en los casos asintomaticos (Gerlach et al., 2003).
En la hepatitis aguda por el VHC clinicamente manifiesta se distinguen cuatro periodos:
incubacién, préodromos, estado y convalecencia:
-Periodo de incubacion: es el intervalo entre la exposicion al virus y la aparicién de los
primeros sintomas. Es variable y oscila entre las 2 y 12 semanas, con una mediana de 7
semanas, acortandose cuanto mayor sea la cantidad de viriones del in6culo.
-Periodo prodromico: comprende el tiempo en el cual el paciente presenta sintomas
antes de la aparicion de ictericia. Su duracidn es variable o puede no estar presente.
-Fase de estado: periodo en el que el paciente comienza con sintomas. La ictericia
aparece en no mas del 20-25% de los casos y es de intensidad y duracion variables,
oscilando desde una leve coloraciéon amarillenta de esclerdticas hasta un intenso color
amarillo verdoso de piel y mucosas, acompafado de orinas coluricas y heces
hipocdlicas.
-Periodo de convalecencia: disminuye de forma gradual la ictericia, se recupera el
apetito y se normaliza el color de la orina y de las heces.

El diagndstico de hepatitis aguda suele establecerse por criterios clinicos y
analiticos. No existen tests diagndsticos capaces de distinguir entre infeccion aguda o

exacerbacion aguda de hepatitis crénica C.

12
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Entre la primera y la segunda semana de la exposicion al virus es posible
detectarlo en suero, mientras existe replicacion (durante unas semanas en los casos de
hepatitis autolimitada e indefinidamente en los casos de evolucion a la cronicidad). El
virus se detecta mediante la reaccién en cadena de polimerasa (PCR), siendo el primer
marcador de infeccién (Hino et al., 1994).

La persistencia de un resultado positivo durante mas de 6 meses tras la
manifestacion clinica debe inducir una fuerte sospecha de evolucién a la cronicidad
(Hoofnagle, 2002). Tras la infeccion aguda, sdlo una pequefia proporcion de sujetos,
alrededor del 15-20%, consigue eliminar el virus y, por tanto, curar la infeccién aunque
en estudios transversales la tasa de curacidon espontanea es mas alta, alrededor del 45-
50% (Shakil et al., 1995; Wiese et al., 2000) por lo que la tasa de recuperacion
espontanea de la infeccion aguda por el VHC puede establecerse entre el 15% y el 45%.
El periodo de tiempo en que se considera que la infeccién se hace crénica se ha
establecido tradicionalmente en 6 meses, aunque excepcionalmente la curacién puede
producirse hasta 1 ano después del contacto inicial. El paso o no a la cronicidad
depende de la interaccién de multiples factores inherentes tanto al propio virus
(variabilidad genética y carga viral), al huésped (predisposiciones genéticas, edad,
sexo, el estado inmunolégico), asi como factores externos (consumo de alcohol, tabaco
y contaminantes ambientales) (Gordon et al., 1993; Benhamou et al., 1999; Berenguer

et al., 2000; Alberti and Benvegnu, 2003).

3.5.2 Hepatitis crénica

Se define como una enfermedad inflamatoria crénica del higado de mas de 6
meses de duracién cuyo sustrato morfolégico se caracteriza por la asociacién de
fenédmenos inflamatorios, necrosis celular y, en muchos casos, fibrosis.

La mayoria de los pacientes con hepatitis C crénica se encuentran asintomaticos o con
pocos sintomas. Entre los mds comunes se encuentra la fatiga, cuya intensidad no se
relaciona en forma necesaria con la gravedad de la enfermedad hepatica subyacente,

dolor en el cuadrante superior derecho del abdomen, dispepsia y nduseas. Se detecta
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positividad en la determinacién de ARN del VHC en sangre, como expresion de la
replicacion del virus en el higado.

La hepatitis C crénica puede evolucionar a una cirrosis e incluso a un carcinoma
hepatocelular (CHC) (Hoofnagle, 2002). Se ha establecido que el 50 a 85% de los
sujetos que sufren una infeccion por el VHC desarrollaran la fase crénica de la misma 'y
de éstos, el 20% desarrollaran una cirrosis hepatica a los 30 afios de la infeccidn. La
tasa de riesgo de desarrollar un hepatocarcinoma una vez establecida la cirrosis es del

3% anual (Hoofnagle, 2002).

3.6 Respuesta Viral y Tratamiento de la Hepatitis C en nuestro pais.

3.6.1 Tipos de respuesta viral

Respuesta viroldgica precoz (RVP): negativizacion del ARN del VHC o descenso de al

menos > 2logy, respecto al basal en la semana 12 de tratamiento.

Respuesta virologica rdpida: negativizacion del ARN del VHC en la semana 4 del

tratamiento.

Respuesta viroldgica lenta: ARN del VHC positivo en la semana 4 y 12, y negativo en la

semana 24.

Fracaso viroldgico primario: si el ARN del VHC no experimenta un descenso >2log;o en
la semana 12 de tratamiento o si es detectable a cualquier concentracién en la semana

24 de tratamiento.

Respuesta viroldgica sostenida (RVS): negativizacion del ARN del VHC en sangre

periférica 6 meses (24 semanas) después de concluir el tratamiento.

Respuesta bioquimica sostenida: persistencia de transaminasas normales 6 meses

después de finalizado el tratamiento.

Recidiva viroldgica: Viremia indetectable durante el tratamiento, y reaparicién antes

de transcurridas 24 semanas de finalizado el mismo.
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Recaida durante el tratamiento (Breakthrough): reaparicion de viremia detectable

antes de finalizar el tratamiento tras su negativizacion en algin momento del mismo.

Cabe sefialar que estos criterios son aplicables en su totalidad a los genotipos 1
y 4 que deben recibir tratamiento durante 48 semanas. Los genotipos 2 y 3 se tratan
durante 24 semanas y no esta establecido por las guias clinicas que se deban realizar
controles de viremia durante el tratamiento, ya que practicamente todos los enfermos
con estos genotipos la negativizan. Si son de aplicacién los criterios de respuesta

virolégica sostenida o de recidiva.

3.6.2 Protocolo terapéutico actual.

La infeccidn por el VHC genera una importante morbi-mortalidad a largo plazo,

siendo la primera causa de trasplante hepatico en Europa y Estados Unidos
(Hoofnagle, 2002). Estos hechos determinan la necesidad de unas opciones
terapéuticas eficaces que controlen, e incluso prevengan, esta infeccion.
El objetivo del tratamiento antiviral en la hepatitis C crénica es conseguir la
erradicacion de la infeccion en las primeras fases de la enfermedad mediante la
desaparicion de la viremia, con el fin de prevenir las complicaciones de la infeccion por
el VHC, es decir, el desarrollo de cirrosis hepatica y de carcinoma hepatocelular.

En nuestro pais el Fondo Nacional de Recursos (FNR) es quién plantea las
pautas del tratamiento para la hepatitis C (casos agudos o crdénicos), aprueba vy realiza
la financiacion de las drogas a suministrar. El tratamiento se basa en la combinacion de
Interferén Pegylado (IFN-Peg) y Ribavirina (RBV), quienes inducen una importante
inhibicidn de la replicacién viral, impiden la infeccion de nuevas células y estimulan la
respuesta inmune celular (Manns et al., 2001; McHutchison et al., 2002; Hadziyannis et
al., 2004; Sdnchez-Tapias et al., 2006)

Existen distintos factores que se asocian a una mayor probabilidad de respuesta
para el tratamiento con estos farmacos, entre los que se incluyen los genotipos 2 y 3,
una carga viral baja, un bajo grado de inflamacidn y fibrosis en la biopsia hepatica, y un
bajo indice de masa corporal (McHutchison et al., 2000; Poynard et al., 2000; Bressler

et al., 2003; Hadziyannis et al., 2004; Zeuzem et al., 2004).
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En pacientes con VHC genotipo 1, se ha sefialado que el tratamiento con 180ug
de IFN-Peg alfa 2a y RBV a dosis maximas (1.000-1.200 mg/dia ajustada al peso)
durante 48 semanas consigue una RVS del 52%, tasa que disminuye si se disminuye el
tiempo o la dosis de RBV (Hadziyannis et al., 2004; Witthoft et al., 2007).

El tratamiento debe interrumpirse si la viremia no ha disminuido 2 2logig en la
semana 12 o si logrado este objetivo, no es indetectable en la semana 24 (Strader et
al., 2004). El genotipo 4 precisa también tratamiento durante 48 semanas y a dosis
maximas, ajustadas al peso, de RBV para alcanzar una RVS del 79% (Hadziyannis et al.,
2004).

Los pacientes con genotipos 2 y 3 tratados con 180 pg de IFN-Peg alfa 2a y
800mg de RBV durante 24 semanas presentan una RVS del 82%. El 10-14% de los
sujetos tratados con IFN-Peg y RBV desarrollaran efectos secundarios que hacen
necesaria la interrupcion del tratamiento segun los distintos ensayos clinicos.

Sin embargo, a pesar de todas las guias terapéuticas anteriormente citadas, los
pacientes no responden de la misma manera a los tratamientos o padecen efectos
secundarios muy severos que llevan al abandono de los mismos.

Se ha planteado que una solucion a este problema estaria intimamente relacionada

con ciertos polimorfismos en genes claves como veremos a continuacion.

3.7 Importancia de la genética del huésped.

En los ultimos afos se estd viendo que ademas de los factores anteriormente
expuestos en relacion con la respuesta al tratamiento existen polimorfismos
intimamente asociados con el mismo. Este es el caso de los polimorfismos de un sélo

nucledtido (SNPs) encontrados en el gen de la Interleucina 28b (IL28B).

La familia de interferones lambda (IFN-A) formada por IFN- A1 y el INF- A2
(codificados respectivamente por los genes IL29 e IL28A) y el IFN- A3 (codificado por el
gen IL28B) son potentes citosinas antivirales enddgenas que, al igual que el IFN tipo 1
inhiben o controlan la replicacion del VHC a través de la via del Jak/STAT (Balagopal et

al., 2010).
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Se han identificado en estudios de asociacién del genoma completo (GWAS)
SNPs asociados significativamente con la region genética codificada por la IL28B, los
cudles influyen fuertemente en el resultado al tratamiento (Ge et al., 2009; Suppiah et
al., 2009; Tanaka et al., 2009; Rauch et al., 2010) y en la resolucidon espontanea de la
enfermedad (Thomas et al., 2009).

Concretamente, los SNPs candidatos son el rs12979860 y rs809917, que se
encuentran en el cromosoma 19, separados por 4.378 bases y en fuerte desequilibrio

de ligamiento como se observa en la Figura 5.

Chromosome 19

o133 p13.2 ” ] p13.11 [pi12] ¢ [a12] [ H [[q13.2] [ ] q13.33 | ] )
IL28-IL29 region
- - —
’ l 1L288 | [ 1L28A ] [ 1L29 ]
%, 2
93%9:::9%)

Figura 5: Esquema del cromosoma 19 y la region donde se encuentra la IL28-IL29 y los

SNPs. Tomado de (Hayes et al., 2012)

Ge y colaboradores (Ge et al., 2009) realizaron un GWAS con pacientes
diagnosticados con hepatitis C que recibieron tratamiento combinado de IFN-Peg y
RBV durante 48 semanas, encontrando que en el SNP rs12979860 (C/T) el alelo C
(mayoritario) presentaba el doble de posibilidades de presentar una RVS que aquellos

gue poseian el alelo T 6 minoritario.

Paralelamente al estudio de Ge y colaboradores, en otro estudio de GWAS se
encontré también que, el SNP rs809917 (G/T) fue el que mejor se asocié con la
respuesta al tratamiento. En particular algunos autores encontraron en poblaciones
con hepatitis C que el alelo T (mayoritario) presenté una mayor frecuencia de
aclaramiento viral espontaneo. Ademas, en la poblacidn que recibid el tratamiento con
IFN-Peg y RBV, se observé que quienes presentaban el genotipo GG 6 GT tenian una

mayor tasa de falla al tratamiento (Suppiah et al., 2009; Rauch et al., 2010).

En definitiva, los estudios realizados en GWAS han demostrado que existe

cierta asociacidn entre los genotipos de estos SNPs y la respuesta al tratamiento que
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tendran los pacientes con hepatitis C. En paises desarrollados ya se han llevado a cabo
los estudios poblacionales con estos SNPs, lo que ha permitido utilizarlos como

herramienta para definir el tratamiento.

Al comienzo de esta tesis, no existian trabajos publicados con estos SNPs en
poblacion uruguaya. Por lo cual, uno de los objetivos de este trabajo fue analizar estos
SNPs para ver si es posible, como sucede en otros paises, influir en la toma de decision

del médico clinico para establecer el tipo de tratamiento.
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4.1

Entre

4 Hipétesis y Objetivos generales

Hipotesis

las muestras con y sin hepatitis C existen diferencias en las frecuencias alélicas

de los SNPs (rs12979860 y rs809917) en el gen de la Interleucina-28B que se

encuentran relacionados con la respuesta al tratamiento de la enfermedad.

4.2

4.2.1

Objetivos generales y especificos.

Objetivo General

Determinar las frecuencias alélicas de dos polimorfismos en el gen de IL28B, asi como

las caracteristicas clinicas y epidemioldgicas en una muestra con hepatitis C y controles

sin la enfermedad.

4.2.2

Objetivos Especificos

Describir las caracteristicas epidemioldgicas y clinicas de los pacientes con
hepatitis C (grupos etarios, sexo)

Especificar qué tipo de presentacidon clinica de la enfermedad y genotipos
virales tiene nuestra muestra.

Disefiar los cebadores y sondas Tagman® para los SNPs rs12979860 y
rs8099917 que se encuentran en el gen de IL28B y poner a punto la técnica.
Genotipar los polimorfismos rs12979860 y rs8099917 en la poblacién con
hepatitis C y controles sin la enfermedad.

Relacionar los genotipos de los polimorfismos de IL28B con la respuesta
viroldgica sostenida (6 meses luego de finalizado) en el grupo de pacientes

tratados.
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5 Materiales y Métodos

5.1 Poblacion

La poblacidn estudiada consistid de dos grupos diferentes, una muestra de
pacientes con hepatitis C y una muestra control sin la enfermedad a los efectos de
realizar un analisis epidemioldgico de casos-controles. La muestra con hepatitis C
proviene de la Unidad Docente Asistencial (UDA) de Hepatologia del Hospital Pasteur
de Montevideo, Clinica Médica 2, Facultad de Medicina y la poblacion sin hepatitis C

proviene del Departamento de Hemoterapia del mismo hospital.

5.1.1 Pacientes con hepatitis C

Todos los pacientes con hepatitis C se atendieron en la Policlinica de
Hepatologia del Hospital Pasteur. Este Hospital es una institucion de salud que
pertenece a la red de hospitales de tercer nivel de ASSE. Cada individuo fue informado
del estudio y firmd el consentimiento informado que previamente fue aprobado por
los Comité de ética del Hospital Pasteur e Instituto de Investigaciones Bioldgicas
Clemente Estable (IIBCE).

Para este trabajo, fueron incluidos todos los pacientes derivados de diferentes
servicios del Hospital y que pasaron a asistirse entre los anos 2015-2017 en la
Policlinica de Hepatologia que funciona en el Hospital Pasteur — Servicio Facultad de
Medicina (UdelaR) y Administracién de los Servicios de Salud del Estado (ASSE). Los
pacientes eran portadores de VHC confirmado, en su etapa aguda, crénica o cirrética 'y

gue cumplian con los siguientes criterios de inclusion y exclusién:

Criterios _de inclusion: Pacientes mayores de 18 afios y menores de 60 afios que

demostraban adherencia al control médico y eventual tratamiento. La asignacién de
los pacientes al protocolo terapéutico se realizé siguiendo las normativas fijadas por el

Fondo Nacional de Recursos (FNR).
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Criterios de exclusion: Para el inicio de tratamiento se consideraron los criterios de

exclusién pautados a nivel nacional por el FNR, a saber: pacientes con hepatopatia
descompensada o hepatocarcinoma, drogo-dependencia, alcoholismo activo,
enfermedad psiquidtrica severa, trasplantes de dérganos a excepcidon de higado o
médula dsea, presencia de co-morbilidades severas, mala calidad de vida y/o pobre
expectativa de vida previa por otras situaciones, embarazo o falta de anticoncepcién

segura. No dar el consentimiento escrito para el ingreso al estudio.

5.1.2 Controles sin hepatitis C

La muestra sin hepatitis C provino del Departamento de Hemoterapia del
Hospital Pasteur, donde asisten individuos voluntariamente a donar sangre. Antes de
la extraccion de la muestra, los médicos asistentes realizaron un exhaustivo
cuestionario a cada donante, que incluye informacién sobre enfermedades crénicas o
infecciosas y toma de cualquier medicamento. Ademds se controla presion arterial,
talla y peso. Una vez realizada la extraccién de sangre a cada individuo se le realizan
pruebas de laboratorio para descartar enfermedades infecciosas dentro de las que se
incluyen VIH y hepatitis A / B / C. De toda la muestra obtenida se seleccionaron
aquellos individuos con IMC < 25 Kg/m?, a los efectos de evitar que la presencia de

obesidad no actuara como variable confusora.

5.2 Analisis del ADN

5.2.1 Extraccion del ADN

En el laboratorio del IIBCE se recibid la sangre de los pacientes diagnosticados
con hepatitis C. A partir de esa muestra se realizé extraccion de ADN gendmico
mediante el método Fenol-cloroformo (véase protocolo en el Anexo 1) a partir de 5 ml
de sangre periférica. Luego se midié la concentracién y pureza de ADN (absorbancia

260/280 nmy 260/230nm) con el espectrofotometro UV/visible (NanodropTM 2000).
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La poblacion sin la enfermedad es parte de un proyecto anterior del
laboratorio, por lo cual el ADN ya se encontraba extraido aunque aclaramos que se

utilizé el mismo método que el descripto para los pacientes.

5.2.2 Disefio de cebadores y sondas Tagman®.

El disefio de cebadores y sondas especificas para la genotipificacién de los SNPs
rs809917 y rs12979860 en el gen de IL28B se realiz6 mediante la utilizacion del
Software Beacon Designer™ 7. Este software permite mediante la observacién de la
secuencia determinar el cebador forward (F) y el reverse (R) que deben contener la
secuencia en donde se encuentra el SNP. Una vez disefiados los cebadores el mismo
software disefa la mejor sonda Tagman® para esa secuencia amplificada y en donde se
encuentra el SNP. Algunos de los parametros que utiliza el software para el disefio de

cebadores y sondas son los siguientes:

- Criterio de TM (temperatura de melting): TM de cebadores alrededor de 58-602C y

TM de la sonda Tagman® 8-102C mayor a la TM de los cebadores.

- Longitud de los cebadores: 15-30 pb

- Contenido de GC: alrededor de 30-80%

- Tamano del amplicon: No debe exceder los 400pb (ideal 50-150 bases)

En la tabla 1 se muestran los cebadores y sondas Tagman® disefiadas para cada uno de

los SNPs.
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Tabla 1: Cebadores y Sondas Tagman® disefadas en el software Beacon Designer™ 7.

Cebadores y
Sondas (5°---3°) rs 12979860 rs 809917

Cebador Forward | TGCCTGTCGTGTACTGAACCA | GTTCCTCCTTTTGTTTTCC
Cebador Reverse | GAGCGCGGAGTGCAATTC CCCACCTCAAATTATCCTA

VIC-

VIC-TCCCCGAAGGCGTGA- | TCTGTGAGCAATGTCACCCAAATT-
Sondas NFQ NFQ

FAM-

FAM-CCCGAAGGCGCGA- TCTGTGAGCAATTTCACCCAAATT-
NFQ NFQ

VIC/FAM: Fluoroforos comerciales, NFQ: Non flourscence Quencher.

5.2.3 Genotipificacion de los SNP.

Todas las muestras fueron genotipificadas por duplicado mediante PCR en
tiempo Real con el uso de sondas Tagman® (véase funcionamiento en el Anexo 2) y
utilizando controles negativos en todos los experimentos. Se utilizd el equipo Rotor
Gene 6000 con un software de analisis de las series 1.7 (Corbett Research, Division de

Corbett Life Science) para la asignacion de los diferentes genotipos de los SNPs.

La reaccién de PCR para cada uno de los SNP analizados se llevé acabo en un
volumen final de 25ul conteniendo: 12.5uL de mix SensiFAST™ Probe No-ROX
(Bioline®) ,1 uL de cada uno de los cebadores, 0.2ul de cada una de las sondas, 9.1 pl
de agua y 1ul de ADN a 100ng/ul. En el RotorGene 6000 se usé un programa de dos
pazos: 1 ciclo de activacién de la enzima a 959C por 5 minutos y 40 ciclos a: 952C 10
segundos (desnaturalizacién), 60°C (para el rs12979860), 58°C (para el rs809917)
durante 40 segundos (annealing/extension) y adquisicion de fluorescencia en los
canales verde (470nm/510nm, emisidn y deteccidn, respectivamente) y amarillo

(530nm/555nm, emision y deteccion, respectivamente).
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5.2.4 Confirmacion mediante secuenciacion.

Para confirmar la amplificacion del fragmento esperado se mandaron a
secuenciar (Macrogen, Corea) 10 muestras al azar para cada SNP a partir de las
corridas realizadas en el Real time PCR con el uso de sondas Tagman[d contemplando
la presencia de los tres genotipos posibles. Las mismas fueron alineadas con el

programa MEGA 5.05.

5.3 Analisis estadistico:

Se utilizé el paquete estadistico SPSS v.10.0 (SPSS Inc. Chicago) para el andlisis
de las diferentes variables. Se realizo el test estadistico de Shapiro-Wilk para muestras
de N<50, para analizar la normalidad de las variables en estudio y por ende el tipo de
anadlisis correcto a realizar (paramétrico o no paramétrico). Para las variables que
presentaron distribuciéon normal se realizd6 una prueba t de Student 6 analisis de
varianza (ANOVA) (para el caso de tres variables categédricas) y en aquellas que se
rechazé la hipotesis de distribucion normal se aplicé el test de Mann-Whitney 6 el de
Kruskal-Wallis (para 3 6 mds grupos). Las variables cuantitativas (edad, Indice de masa
corporal (IMC), logaritmo en base 10 de la carga viral (log10 CV), aspartato amino
transferasa (TGO), alanina amino transferasa (TGP) y ferritina fueron proporcionadas
por los médicos tratantes y se miden en el laboratorio de analisis clinico del Hospital
Pasteur. Las variables cuantitativas como el genotipo viral de cada paciente se realizan
en laboratorios externos al hospital (segun licitacidén) y la variable presentacién de la
enfermedad (hepatitis aguda, crénica o cirrosis) es determinada por los médicos

tratantes segun datos histologicos.

Para el analisis de variables categodricas se utilizd test de chi cuadrado con p corregido

por Bonferroni. El calculo de Odds Ratio (OR) se realizé con el programa Epi Info 7.

24



Materiales y Métodos

El analisis de los polimorfismos fue realizado con la herramienta online SNPStats

(http://bioinfo.iconcologia.net/snpstats/start.htm). El  estadistico sigue una

distribucién chi-cuadrado con grados de libertad igual al nimero de parametros
adicionales en el modelo mas complejo y el menor valor de criterio de informacién
Akaike (AIC) y bayesiano (BIC). Se consideré en todos los casos una diferencia

estadistica significativa con p<0.05 y un intervalo de confianza (IC) del 95%.
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6 Resultados

6.1 Caracteristicas de la poblacién con hepatitis C.

Un total de 22 pacientes (6 mujeres y 16 hombres) diagnosticados con hepatitis
C fueron captados entre los afios 2015 y 2017, se asistian en la Policlinica de
hepatologia del Hospital Pasteur. Las principales variables clinicas y epidemiolégicas de

esta muestra se observan en la Tabla 2.

Tabla 2: Variables clinicas y epidemioldgicas de la poblacion con hepatitis C.

Variables Media Desv. Tip. Rango

Edad 40,11 12,14 19-66

IMC (Kg/m2) 23,81 3,26 18,07-35,99
Log10 CV 6,41 1,03 5-8,4

TGO (U/I) 86,45 67,99 20-264

TGP (U/I) 114,68 91,642 16-362
Ferritina (ng/ml) 331,73 200,94 61-874

Desv. Tip: desvio estandar; IMC: indice de masa corporal, Log10 CV: Logaritmo en base

10 de la carga viral; TGO: aspartato amino transferasa; TGP: alanina amino transferasa.

En nuestra muestra, segun los genotipos virales, se encontré una alta
frecuencia de individuos con Genotipo 1y el resto con 3 (Figura 6 A). Dentro de los 14
pacientes con genotipo viral 1: 10 tenian subtipo 1a y 4 subtipo 1b y para el genotipo
viral 3: 1 es subtipo 3a y en los otros 3 no se pudo establecer el subtipo.

Segun la forma de presentacién de la enfermedad (hepatitis aguda, crénica 6
cirrosis), la mayoria de los individuos en nuestro trabajo presentaban un estado
avanzado de la enfermedad, con un alto porcentaje en estadio de cirrosis hepatica

(Figura 6 B).
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Genotipo viral Genotipo viral

1

3

Hepatitis Hepatitis Cirrosis
aguda cronica

Figura 6: Graficos de barra. A) Porcentaje (%) de individuos en la muestra con hepatitis

C (N=22) segun los genotipos virales encontrados. B) Porcentaje (%) de individuos en la

muestra con hepatitis C(N=22) segun la forma de presentacion de la enfermedad.

En la tabla 3 se observa las mismas variables clinicas y epidemioldgicas

anteriores pero analizadas segun la presentacidon de la enfermedad. De la prueba

ANOVA, resulto que las variables IMC y LOG;q CV fueron estadisticamente significativas

segun esta clasificacidn y fueron graficadas (Figura 7).

Tabla 3: Variables clinicas y epidemioldgicas segun la presentacion de la enfermedad.

Variables

IMC (Kg/m2)

TGO (U1/))

Presentacion de la enfermedad

Hepatitis Aguda

Hepatitis Crdnica

Cirrosis

Hepatitis Aguda
Hepatitis Crénica

Cirrosis

Media + Desv. p

Tip. valor

31,60 + 4,63
23,13+ 3,08
25,75+4,91

46 + 22,51
78,22 +77,19 0,38
106 * 65,89
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TGP (UI/I) Hepatitis Aguda 80,67 £52,94
Hepatitis Crdnica 112,78 £ 86,20 |0,76
Cirrosis 126,60 + 108,73

Ferritina (ng/ml) Hepatitis Aguda 341,67 + 139,16
Hepatitis Crénica 212,78 + 154,54 |0,06
Cirrosis 435,80 + 206,07

Desv. Tip: desvio estandar; IMC: indice de masa corporal, Log;o CV antes: Logaritmo en
base 10 de la carga viral antes del tratamiento; TGO: aspartato amino transferasa; TGP:

alanina amino transferasa. *p valor<0.05 por test ANOVA.
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Figura 7: Diagrama de cajas de las medias y desvié estandar para las variables IMC
(Kg/m?) y logaritmo en base 10 de la carga viral antes del tratamiento (Log CV antes del

TTO) en funcidn de la presentacion de la enfermedad.

6.2 Genotipificacion de los SNPs en casos y controles.

Luego de el disefio de los cebadores y sondas Tagman® para cada uno de los
SNPs, ademas de la puesta a punto de la técnica, se realizé la genotipificacién de los
SNPs rs12979860 y rs809917 en los 22 pacientes con hepatitis C y 44 controles sin la
enfermedad. Se secuenciaron de forma aleatoria, para cada uno de los SNPs, los

productos amplificados de algunos individuos para confirmar los genotipos. En las
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figuras 8 y 9 se observa un cromatograma de una secuencia correspondiente a un

heterocigoto y un ejemplo del alineamiento en el programa Mega, respectivamente.

10 20 30 40 50
ITTCCTCCTTTTGTTTTCCTTTCTGTGAGCAATNTCACCCAAATTGGAACCATGCTGT

Figura 8: Porcién de un cromatograma obtenido para cada muestra luego de la

secuenciacion. La flecha muestra que es un heterocigoto para el rs8099917 T>G.
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Figura 9: Alineamiento en el programa Mega entre el gen de IL28b (1), la secuencia del
rs809917 (2) y las secuencias de cuatro pacientes (3,4,5 y 6). La flecha muestra el

cambio del rs809917 T>G.

Como ya fue descripto en el grupo con hepatitis C, hay 6 mujeres y 16 hombres
y en los controles 15 y 29, respectivamente. No existieron diferencias estadisticamente

significativas en la variable sexo al aplicar el test chi cuadrado entre ambos grupos.

El mejor modelo de herencia elegido para cada uno de los SNPs segln los
resultados en el programa SNPStats son, para el rs12979860: modelo dominante C/Cy
C/T + T/T con un valor de AIC de 84,3, BIC de 88,7 y un p valor=0,05. Para el rs809917:
modelo dominante T/T y G/T + G/G con un valor de AIC de 87,7, BIC de 92,1 y un p
valor =0,6. Los genotipos se presentan bajo estos modelos, para cada uno de los SNP

en las Figuras 10y 11.
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Casos Controles

EC/C RMC/T+T/T

Figura 10: Porcentaje de genotipos agrupados en C/Cy C/T + T/T para el rs12979860

en casosy controles.

Casos Controles

EmT/T AG/T+G/G

Figura 11: Porcentaje de genotipos agrupados en T/Ty G/T + G/G para el rs809917 en

casos y controles.

Las diferencias genotipicas entre casos y controles no presentaron diferencias
significativas y se encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg (X’=5.26, 2GL, p=0,45).

Al analizar las frecuencias alélicas de los SNPs entre casos y controles (Tabla 4) se

30



Resultados

observé que el alelo T del SNP rs12979860 presenta un Odds Ratio= 2,5 con un ICgs¢, de
1,16-5,37 y un p valor= 0,03.

Tabla 4: Frecuencias alélicas de los SNPs en los casos y controles

24 (55%) 66 (75%)

20 (45%) 22 (25%)

rs809917

6.3 Tratamiento

De los 22 pacientes con hepatitis C, 14 pacientes fueron los aceptados por el
FNR para su tratamiento con INF-Peg y RBV por lo cual fue con los que se siguid
trabajando.

Esta muestra se clasificd segun el tratamiento, si se obtuvo RVS (responden) 6
no se obtuvo RVS (no responden). Segun esta clasificacién, obtuvimos 9 pacientes (3
mujeres/6 hombres) que respondieron al tratamiento y 5 pacientes (1 mujer/4
hombres) que no respondieron al mismo. Se realizd la comparacion de la relacion de
sexos en ambas muestras mediante un test de chi-cuadrado, no observandose
diferencias significativas.

Las mismas caracteristicas epidemioldgicas y clinicas que veniamos trabajando,
las analizamos segun si respondian 6 no al tratamiento como se muestra en la Tabla 5.
Para ninguna de las variables se encuentra significancia estadistica en el test de T 6 U

de Mann-Whitney, seglin corresponda.
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Tabla 5: Caracteristicas epidemioldgicas y clinicas de la poblacién tratada segun la

respuesta al tratamiento.

Variable Respuesta al Tratamiento media * Desv. tip.
Edad Responde 44,11 +7,62 ns(?)
No responde 46 + 7,58 ns(®)
IMC (kg/m2) Responde 23,50 + 4,47 ns(?)
No responde 24,55+5,14 ns(?)
TGO (UI/) Responde 79,67 + 76,00 ns(?)
No responde 132,80 + 82,42 ns(®)
TGP (UI/1) Responde 135,67 + 116,58 ns(?)
No responde 148,80 + 80,90 ns(%)
Ferritina (ng/ml) Responde 356,11 + 257,90 ns(?)
No responde 351,40 + 169,23 ns(?)
Logio CV Responde 6,40 + 1,08 ns(?)
No responde 6,90 + 0,34 ns(®)

IMC: Indice de masa corporal; TGO: aspartato amino transferasa; TGP: alanina amino
transferasa; LogoCV: Logaritmo en base 10 de la carga viral antes del tratamiento. (°):

test de T-student; (b): Test U de Mann-Whitney.
La poblaciéon tratada tiene una distribucién de genotipos virales y de subtipos

virales de genotipo 1 segln se muestra en la Figura 12. De los 5 pacientes que no

respondieron, 3 tenian genotipo viral 3y 2 genotipo 1.
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P

: subtipo 1a
Genotipo3  Genotipo 1 57%

50% 50% subtipo 1b
43%

Figura 12: Distribucion de los genotipos y subtipos virales del genotipo 1 encontrados

en la poblacién tratada.

Respecto a la presentacion de la enfermedad en esta muestra tratada se
encontrd que en etapa de hepatitis aguda hay 1 paciente, 7 con hepatitis crénica y 6 se
encontraban en estadio de cirrosis. Esta clasificacion en funcién de la respuesta al

tratamiento se observa en la tabla 6.

Tabla 6: Presentacion de la enfermedad segun la respuesta al tratamiento.

No
Responden
responden
Hepatitis aguda 1 0
Hepatitis crénica 6 1
Cirrosis 2 4

Para analizar la distribucion genotipica, segin los modelos de herencia
dominante para cada SNP y entre el grupo de pacientes que responde y no responde al
tratamiento, se realizd6 un test chi-cuadrado que no evidencié diferencias
estadisticamente significativas entre ambos grupos, asi como tampoco, para los alelos

de los SNPs y la respuesta al tratamiento como se observa en la Figura 13.
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rs12979860 M Responde ® No responde rs809917 M Responde M No responde

Alelo C Alelo T Alelo T Alelo G

Figura 13: Graficos de barras de la distribucion de los alelos del rs12979860 y

rs809917, segln la respuesta o no al tratamiento. p=0,05 en ambos casos.

En las Figuras 14 y 15 se muestran los genotipos encontrados para cada uno de los
SNPs y la respuesta viral sostenida que tuvo o no el paciente al tratamiento con INF-

Pegy RBV.

Anilisis del
rs12979860 en
los pacientes
tratados con
INF-Peg y RBV.
N=14 -

L

. . Pacientes
Pacientes con Pacientes con con zenotioo
genotipo C/C genotipo C/T gT/T P

) )
2 RVS 2 Sin RVS 4 RVS 3 Sin RVS 3 RVS 0 Sin RVS

Figura 14: Organigrama de los genotipos encontrados para el rs12979860 segun la

respuesta viral sostenida (RVS) en la poblacidn tratada con INF-Peg y RBV.
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Anilisis del
rs809917 en los
pacientes
tratados con
INF-Peg y RBV.
N=14 )y

|0 |
[ ] LI L]

Pacientes con

Pacientes con
genotipo T/T genotipo G/T genotipo G/G

Pacientes con

S
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l 5 RVS \l ZSinRVS\l 3 RVS \l?)SinRVS\l 1RVS \lOSinRVS\

Figura 15: Organigrama de los genotipos encontrados para el rs809917 segun la

respuesta viral sostenida (RVS) en la poblacidn tratada con INF-Peg y RBV.

35



Discusion

7 Discusion

La Hepatitis C es un importante problema de salud publica, ya que es una de las
principales causas de enfermedad hepatica crénica en el mundo. La progresién a la
infeccion cronica ocurre en la mayoria de los individuos infectados por el VHC, lo que
puede resultar en cirrosis hepatica y carcinoma hepatocelular (Hoofnagle, 2002; Ghany
et al.,, 2009) causando que cada afio mueran unas 399.000 personas debido a la
enfermedad (World Health Organization, 2018). Es importante comprender los
factores del huésped y del virus que pueden estar involucrados en el avance de la
enfermedad, asi como, el rol que puedan tener en la respuesta 6 no a los farmacos

suministrados.

7.1 Caracteristicas de la poblacidon con hepatitis C

En este trabajo se captaron 22 pacientes con hepatitis C en el transcurso de los
3 afios que duré el estudio. Al analizar este nimero de casos en relacién al total de los
pacientes asistidos en igual periodo de tiempo en la policlinica de Hepatologia del
Hospital Pasteur, encontramos que la Hepatitis C es la tercera causa etioldgica de
enfermedad hepdtica, por detras de la patologia alcohdlica y la enfermedad de higado
graso no alcohdlica (datos aportados por la Policlinica de hepatologia del Hospital

Pasteur).

No se han realizado aun en Uruguay estudios de la prevalencia de esta
enfermedad. A esto se suma que las notificaciones anuales del Ministerio de Salud
Publica (MSP) reportan de manera conjunta esta hepatitis con la hepatitis B y otras. A
pesar de esto, pudimos contactarnos con el MSP vy solicitamos informacién sobre los
casos de hepatitis C notificados, obteniendo una respuesta favorable. Entre los afios
2015 y 2017 se notificaron en todo el pais 708 casos con hepatitis C, distribuidos segun
el sexo en 263 mujeres y 445 hombres (datos aportados por el Departamento de

Vigilancia. Divisién de Epidemiologia del MSP). Con estos datos, podemos estimar que
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en este trabajo para ese mismo periodo, captamos el 3.11% de todos los casos
notificados del pais, lo cual resulta en un porcentaje bajo pero sabiendo que se trata

de una muestra de una sola Policlinica del pais.

En nuestra poblacién con hepatitis C encontramos mayor proporcion de
hombres que de mujeres (16 vs 6, respectivamente), esta diferencia en el sexo existe
en todos los trabajos en los que se trabaja con la enfermedad (Grebely et al., 2015) y
es coherente con el informe brindado por el MSP donde también fueron notificados en

los tres anos mas hombres que mujeres (445 vs 263 ,respectivamente).

Respecto a la edad de la muestra con hepatitis C, presentd una media de
presentacion de la enfermedad de 40 afos (rango de 19-66 afios). Estos datos son
similares a reportes internacionales. La prevalencia especifica por edad de la infeccion
por el VHC muestra un aumento progresivo con la edad superior a 35 anos, con una
prevalencia maxima entre los 55 y los 65 afios (Mohd Hanafiah et al., 2013). La edad,
puede relacionarse pensando en cuando se adquirié la infeccion y el periodo de varios
afios en que la enfermedad es asintomatica. Sobre este punto, se plantea que la via de
adquisicion es sanguinea muy vinculada al uso de drogas intravenosas 6 previo a la
década del 1990 cuando no se realizaban screening de hepatitis C en la sangre de los
donantes (World Health Organization, 2016). Sabiendo que la enfermedad tiene un
periodo de latencia de hasta 20 afios hasta al momento del diagndstico, nos hace
plantear que esta poblacion era adolescente y/o adulto joven al momento de la

adquisicion del virus.

Segun la distribucion de genotipos virales presentes en nuestra muestra con
VHC encontramos que el 64% tenia genotipo 1y el 36% genotipo 3. A nivel mundial el
genotipo viral mas comun es el 1 (46%) seguido por el 3 (22%), luego el 2 y por ultimo,
el menos comun, el genotipo 4 (Gower et al., 2014). En particular, existen dos trabajos
con poblacién uruguaya y hepatitis C. Uno de Castells y colaboradores (Castells et al.,
2015) en el cudl en 153 pacientes infectados con VHC encontraron que un 74% de las
muestras tenia genotipo 1 y un 26% genotipo 3. El otro trabajo, fue publicado
recientemente y en 78 pacientes el 57,7% tenia genotipo 1 y el 15,4% genotipo 3

(Echeverria et al., 2018). Observando estos datos, si bien el genotipo viral 1 es
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mayoritario en este trabajo y en los dos comentados, en nuestro trabajo hay un alto
porcentaje de genotipo 3 (36%) que no se encuentra globalmente (22%) ni tampoco al
comparar con los trabajos realizados a nivel local (26% y 15,4%).

Analizando estas diferencias en los genotipos virales, creemos que puede
deberse a que la poblacion de este trabajo es de un N menor (22 pacientes) al de los
otros trabajos a nivel local citados anteriormente o también a que fue tomada de un

solo Hospital que abarca a cierta parte de la poblacidn.

La infeccion por el virus de la hepatitis C puede dar lugar a diferentes cuadros
clinicos segun se trate de una infeccidén aguda, crénica 6 en estado de cirrosis como fue
detallado en la introduccidon. En nuestro estudio, mas del 85% de la poblacion se
encontraba con hepatitis crénica 6 cirrosis lo cual nos indica el estado avanzado de la
enfermedad, lo que conlleva a un mayor dano a nivel hepatico. Una de las razones por
las cuales se da el avance de la enfermedad sin ser diagnosticada es que la infeccién
por el VHC (como mencionamos anteriormente) es asintomatica y los sintomas no se

pueden utilizar como indicadores especificos de la infeccion (Li and Lo, 2015).

En nuestro trabajo, encontramos dos variables IMC y la carga viral que
presentaron diferencias estadisticamente significativas segun la presentacion de la
enfermedad, lo cual significa que son variables diferentes en alguna de las categorias
de presentacion de la enfermedad. Para el caso del IMC, se sabe que la obesidad es un
factor de progresidn a cirrosis sin importar el genotipo viral (Albillos Martinez et al.,
2017) y la esteatosis es mds frecuente en pacientes con infeccidon por VHC que en la
poblacién general (Asselah et al., 2006; Leandro et al., 2006; Machado and Cortez-
pinto, 2009).

Para el caso de la carga viral, los pacientes que tienen hepatitis aguda presentan
menores valores de carga viral (media log;o de 2.70), mientras que los que presentan
hepatitis conica o cirrosis tienen valores mas altos (medias logy,y entre 6-6, 5

respectivamente).
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7.2 Genotipificacion de los SNPs en casos y controles.

El proyecto del genoma humano y el Hapmap sentaron las bases para la
realizacidn de estudios de GWAS en el cual se estudian asociaciones entre diferentes
variantes genéticas y un fenotipo particular. De este tipo de estudios se desprenden
diferentes variables significativas que luego es importante validar en un estudio
poblacional. Desde el afio 2009, diversos estudios de GWAS (Ge et al., 2009; Suppiah et
al., 2009; Tanaka et al., 2009; Thomas et al., 2009) encontraron asociaciones genéticas
entre las variantes de los SNP rs12979860 y 809917 ubicados en el gen de IL28B y la
respuesta de los pacientes al tratamiento, en particular con el tratamiento con los
farmacos INF-Peg y RBV. Si bien existen muchos trabajos a nivel mundial en los cuales,
aun en dia, se continla trabajando con estos polimorfismos y la infeccidn por hepatitis
C, es importante resaltar que al momento de comenzar esta tesis no existian trabajos
publicados en donde utilicen estos SNP en una poblacidn con hepatitis C. También es
importante destacar que antes de ver la asociacion que puede existir o no entre estos
SNP y la respuesta al tratamiento con dichos farmacos, resulta interesante observar
cual es la frecuencia que tienen los genotipos y alelos de cada uno en la poblacién con

hepatitis Cy en los controles sin la infeccion.

En nuestro trabajo se realizd la genotipificacion de la poblacidn con hepatitis C
y los controles teniendo en cuenta una proporcion en la cual hay el doble de controles
gue de casos. La genotipificacidon se realizd mediante PCR en tiempo real con el uso de
sondas Tagman disefiadas por nosotros. Esta técnica es de muy alta sensibilidad y
especificidad y permite, luego de haber puesto a punto la técnica, genotipificar

muchas muestras a la vez y en forma rapida.

A nivel de los genotipos y segln el modelo de herencia propuesto que fue el
dominante para ambos SNPs no encontramos diferencias estadisticamente
significativas entre las muestras para ninguno de los dos SNPs. A pesar de esto, si
observamos la figura 10 donde se representan los porcentajes genotipicos segun el
modelo en el rs12979860 para casos y controles, observamos que el genotipo C/C es

mayoritario en los controles (57% vs 32%) y los genotipos C/T+T/T es mayor en los
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casos (68% vs 43%). Para el caso del rs809917 como se ve en la figura 11, el porcentaje
de genotipo T/T es similar (50% vs 57%) entre casos y controles y lo mismo sucede con

los genotipos G/T+G/G, 50% vs 43%.

Cuando analizamos las frecuencias alélicas de nuestras poblaciones como se
observa en la tabla 4, solo en el caso del alelo T del SNP rs12979860 encontramos
asociacion estadisticamente significativa (OR= 2,5, 1Cgs54(1,16-5,37),p=0,03) entre casos
y controles. En nuestro trabajo, como en el de Liermann y colaboradores (Liermann
Garcia et al.,, 2013) el alto porcentaje del alelo C (75%) que encontramos en los
controles nos puede hablar de un posible rol protectivo de este alelo en la poblacién
no infectada. A su vez en pacientes con la enfermedad se observa que es el alelo
favorable para la respuesta al tratamiento con INF-Peg y RBV como veremos mas
adelante. Igualmente, la alta proporcion de aleo C es coherente ya que segun la base
de datos del NCBI para este SNP el alelo mayoritario es el C en muchas poblaciones
analizadas (National Center for Biotechnology Information, 2018) y esto se ve reflejado

ampliamente en nuestros resultados.

7.3 Tratamiento: factores del huésped y virales.

En Uruguay el tratamiento para la hepatitis C es aprobado y financiado por el
Fondo Nacional de Recursos (FNR). Durante mucho tiempo y hasta el afio 2016 los
farmacos utilizados para el tratamiento eran INF-Peg y RBV. La normativa que fue
realizada en el afio 2005 y fue actualizada en una primera instancia en el afio 2012,
2017 y su ultima version con nuevos farmacos en el 2018 (Fondo Nacional de Recursos,
2012, 2018b). En esta ultima actualizacion en el protocolo de tratamiento se
cambiaron los farmacos que se utilizaban comenzandose a tratar a los pacientes con
antivirales directos como son el Sofosbuvir, Velpatasvir, Paritaprevir— Ritonavir y
Ombitasvir. Este cambio de protocolo fue realizado en el ultimo afio de esta tesis,
donde se comenzaron a utilizar estos farmacos dejando de lado el INF-Peg y RBV. Por
tanto, de los 22 pacientes que fueron captados con hepatitis C contamos con 14

tratados con INF-Peg y RBV y sélo 2 con los antivirales directos que no analizaremos en
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este trabajo. La cantidad de pacientes tratados representa un 13,1% de todos los
tratados (N=122) en el mismo periodo de tiempo de esta tesis por el FNR segun
publica en su sitio de internet (Fondo Nacional de Recursos, 2018). Si bien, como
dijimos anteriormente, la cantidad de pacientes con hepatitis C que obtuvimos en
comparacion con lo notificado por el MSP resulto en una muestra pequeiia, si pudimos
lograr captar un porcentaje alto de los pacientes que se trataron la infeccidon en ese

periodo de tiempo en todo el pais.

Dentro de los pacientes tratados (N=14), 9 tuvieron una respuesta virologica
sostenida, 6 sea luego de 6 meses de concluir el tratamiento no se encontré ARN del
VHC en sangre periférica. Es importante resaltar, que en la infeccién por hepatitis C
uno de los parametros mas importantes a la hora de realizar la decision del
tratamiento se toma en base al estadio de fibrosis en el que se encuentra el higado
(Fondo Nacional de Recursos, 2012; Reyes et al., 2016). Las diferencias en la velocidad
de progresién de la fibrosis se atribuyen fundamentalmente a factores propios de la
enfermedad como son los factores del huésped, factores ambientales o
comorbilidades, y contrariamente a lo esperable, los factores del virus no jugarian un
rol fundamental (Albillos Martinez et al., 2017; Schuppan, Surabattula and Wang,
2018).

Los factores que pueden influir en el tratamiento contra la hepatitis C con estos
farmacos (INF-Peg y RBV) los podemos dividir, como lo hacen la mayoria de los
trabajos (Zhu and Chen, 2013; Gatselis et al., 2014), en dos categorias: los factores del
virus y los del huésped. En nuestro trabajo, como factores del huésped que pueden
influir fueron analizadas las diferentes variables como se muestra en la tabla 5. Si bien
es una muestra pequefia, ninguna de las variables presenté diferencias
estadisticamente significativas pero encontramos una leve tendencia en donde algunas
de las medias de los valores son mas altos en el grupo de pacientes que no respondio
al tratamiento como es el caso de las variables edad, indice de masa corporal (IMC) y

las transaminasas hepaticas TGO y TGP.

En el caso de la variable edad, es uno de los factores del huésped que estd

relacionado, ya que a partir de los 40 afios la posibilidad de la RVS disminuye (Mauss et
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al., 2011). Ademas, la edad en cuando fue adquirida la infeccién predice la progresion
de la fibrosis hepatica, a menor edad al momento de la infeccion menor progresiéon

(Reyes et al., 2016).

Respecto al IMC, la obesidad genera mayor inflamacidn en muchas
enfermedades hepaticas, la hepatitis C no es una excepcion, y esta relacionado con el
aumento de la progresion de la fibrosis (Ortiz et al., 2002). Ademas, al momento de
comenzar el tratamiento un menor IMC del paciente se vio que estd asociado con una
mayor RVS sin importar el genotipo viral (Manns et al., 2001; Fried et al., 2002; Berg et
al., 2006; Shiffman et al., 2007).

Las transaminasas hepaticas elevadas aumentan la inflamacién y también se
asocian a la progresion de la fibrosis pero los niveles normales de estas no descartan

gue haya fibrosis o no (Mathurin et al., 1998; Ghany et al., 2003; Massard et al., 2006).

Como factores propios del virus que pueden estar relacionados con el
tratamiento esta la carga viral al momento de comenzar el tratamiento y el genotipo
del virus en la infeccion. Respecto a la carga viral, es uno de los requisitos al momento
de presentar la solicitud al FNR y luego de 6 meses del tratamiento, segln se indica en
sus pautas (Fondo Nacional de Recursos, 2012). En nuestro trabajo las diferencias
encontradas entre la poblacién que responde y no responde son pequefias pero,

nuevamente la media de los valores es mayor en el grupo de los no respondedores.

El genotipo viral es un fuerte predictor de respuesta viroldgica sostenida en el
tratamiento con INF-Peg y RBV, asi como, cuando se usan los farmacos antivirales
directos (Lavanchy, 2011; AEEH; SEIMC, 2017). Como ya vimos existe una distribucion
geografica muy diferente de los genotipos virales y como se comenté anteriormente
llama la atencion la cantidad de genotipos virales tipo 3 que hay en nuestra poblacién
infectada. Para el caso de la poblacion tratada, el 50% tenia genotipo 1y el otro 50%
genotipo 3 y dentro de los no respondedores al tratamiento: 3 tienen genotipo viral 3y
2 genotipo viral 1. Las infecciones del VHC por el genotipo 3 no estan descriptas como
las mas dificiles de tratar, de hecho en las guias del FNR (Fondo Nacional de Recursos,
2012) se suministraban los farmacos durante 24 semanas y no 48 como era el caso

para el tratamiento de infecciones con genotipo 1. Cuando se comenzd a utilizar estos
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farmacos para el tratamiento, en general para el genotipo 1 la RVS era de un 50%
mientras que para los otros genotipos se lograba hasta un 80% de RVS (Manns et al.,

2001).

Sin embargo, existen publicaciones (Kanwal et al., 2014; Negro, 2014) que
asocian al genotipo 3 con mayor progresién de la fibrosis hepdtica en comparacién
con el genotipo 1. Observando la tabla 6, si bien son muy pocos individuos, de los 5
pacientes que no respondieron al tratamiento, 4 de ellos se encontraban en una etapa
muy avanzada de la enfermedad como es la cirrosis, por lo que, esto puede ser uno de

los factores que explica la falla de este grupo al tratamiento realizado.

7.4 SNPs en el gen de IL28B y el tratamiento.

A nivel mundial cuando se comenzé a tratar a los pacientes con hepatitis C, con
los farmacos INF-Peg y RBV, se comenzaron a estudiar cuales eran los factores que
podrian estar implicados en la respuesta a la terapia antiviral. Uno de los principales
factores del huésped y que en muchas poblaciones explicaban, en parte, esta
respuesta fueron los SNPs rs1297860 (C/T) y rs809917 (G/T) en el gen de 1128B que

codifica para el interferén lambda 3.

Como ya se comentd en la introduccién, para el caso del rs12919860, el alelo C
estd asociado con el doble de posibilidades de tener una RVS y también con mayor
probabilidad de una resolucién espontanea (aclaramiento viral) de la hepatitis C aguda
(Thomas et al. 2009; Patel et al. 2010; Ge et al. 2009). Para el rs 809917, el alelo T fue
asociado como respondedor al tratamiento (Suppiah et al., 2009; Rauch et al., 2010).
En ambos casos, estos son los alelos mayoritarios (mas frecuentes) en todas las
poblaciones analizadas en el NCBI (National Center for Biothechnology Information,

2018).

En este trabajo, no encontramos diferencias en nuestra poblacion respecto a
los genotipos y la respuesta al tratamiento, como tampoco entre la frecuencia de los

alelos y la respuesta. Analizando ambos SNPs, encontramos que los pacientes que
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tuvieron RVS para el caso del rs 12979860, el 22,2% tenia el genotipo favorable (C/C) y
en el caso del rs 809917 el 55,6% tenia el genotipo favorable (T/T). Nuestros resultados
son muy parecidos al trabajo publicado recientemente con una poblacién uruguaya
tratada con los mismos farmacos, en una muestra mayor (N=78) en donde tampoco

encontraron asociacion estadistica de estos con la respuesta (Echeverria et al., 2018).

Analizando lo que sucede por alelos, en el caso del rs12979860 vemos que el
alelo C estd presente en un porcentaje parecido (53% vs 47%) segun si responde o no
responde, respectivamente. Pero en el caso del alelo T, sorpresivamente el mayor
porcentaje (77%) fueron pacientes respondedores al tratamiento. Respecto de los
genotipos para el rs12979860, observando el organigrama de la figura 14, los Unicos 3

pacientes con genotipo desfavorable T/T respondieron al tratamiento.

Todos estos datos genéticos en conjunto confirman que en la poblacidon
infectada con VHC estudiada en este trabajo, los SNPs rs12979860 y rs809917 no estan
asociados con la respuesta al tratamiento con estos farmacos. Es importante resaltar
gue para realizar las pruebas estadisticas la muestra obtenida es pequefia y aun mas
cuando trabajamos solo con la poblacidon tratada y a su vez esta es dividida en

subgrupos segln si responde o no al tratamiento.

Por otro lado, como ya fue comentado, la asociacion estadistica de estos SNPs,
se ha visto en varios trabajos que utilizan poblaciones de diferentes etnias. En
particular se conoce que existe poca eficacia en pacientes afroamericanos e hispanos
(Yan et al., 2008). Ademas, en un trabajo de Thomas y colaboradores (Thomas et al.,
2000) se observd que individuos caucdsicos tenian 5 veces mds probabilidades de
recuperarse espontaneamente de una infeccién aguda por el VHC que pacientes

afroamericanos.

La poblacién uruguaya presenta un origen trihibrido (europeo, africano,
amerindio) con mayor proporcién de origen caucdsico pero con un alto grado de
mezcla étnica (Hidalgo et al., 2005) y un significante aporte amerindio de origen
materno (Bonilla et al., 2004; Gascue et al., 2005). Precisamente, la presencia de una
gran mezcla étnica en nuestra poblacién podria ser uno de los factores que generan

variabilidad en los resultados de genotipificacion encontrados.
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8 Conclusiones

En este trabajo, ademas de analizar las caracteristicas clinicas y epidemiolégicas
de una poblacidn con hepatitis C, se genotipificaron y analizaron los dos polimorfismos
(rs12979860 y 809917) que a nivel internacional estan mas fuertemente asociados a la

respuesta al tratamiento utilizando los farmacos INF-Peg y RBV.

Encontramos que en nuestra poblacion infectada la mayoria de nuestros pacientes
se encuentran en estadio de cirrosis. Este numero elevado, refleja lo tardio que es el
diagndstico y supone para el paciente un prondstico mds ominoso y un mayor costo
econdmico para los sistemas sanitarios ya que son pacientes que presentan mayores

complicaciones y requieren hospitalizacidon frecuente.

La distribucién de los genotipos virales encontrados en esta tesis, en donde
encontramos mas pacientes infectados con el genotipo 3 de lo que se esperaba llama
la atencion. Incluso en la poblacion tratada, encontramos mads pacientes con genotipo

viral 3 que no respondieron al tratamiento que con genotipo 1.

Respecto a los SNPs estudiados, si bien no encontramos asociacién de estos con el
tratamiento, resultd novedoso probar su posible uso con la respuesta al tratamiento,
ya que existen pocos estudios de estos en el Uruguay y en el mundo se utilizan de
forma rutinaria desde hace afios como factores del huésped que pueden influir en la

respuesta.

En conclusidn, como factores del virus y huésped que pueden influenciar a la hora
de implementar el tratamiento, el genotipo 3 y el estadio de fibrosis a nivel hepatico
son factores que parecerian que inciden en la poblacién estudiada de este trabajo y

gue tiene repercusiones a la hora del tratamiento.
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9 Perspectivas

Este trabajo fue realizado en un solo centro de salud de Montevideo, y si bien el
numero de pacientes captados que fueron tratados con los farmacos fue correcto sin
dudas creemos que ampliar la muestra con pacientes de otros centros de salud e

incluyendo el interior del pais seria de un gran valor epidemioldgico y estadistico.

Tipificar las muestras que se vayan tratando con los nuevos farmacos (antivirales

directos), aprovechando la técnica molecular que se puso a punto para estos SNPs.

Analizar esta poblacion mediante un panel de marcadores informativos de
ancestralidad (AIMs) para estimar la ancestralidad de la poblacidon y asociarla con la

enfermedad y su tratamiento.

Por ultimo, dado que en este trabajo se encontré un nimero elevado de pacientes
en estadio de cirrosis, lo que genera mayores complicaciones y probablemente menor
tasa de respuesta al tratamiento; consideramos formar un equipo multidisciplinario
para poder realizar un screening en la poblacidn general que permita realizar un
diagndstico precoz de la enfermedad. A nivel internacional se han realizado en
diversos centros asistenciales este tipo de screening, en particular en hombres y
mujeres nacidos entre los afios 1946-1964, generacién llamada "baby boomers". Si
bien genera un alto costo sanitario realizar este tipo de screening, el mismo es menos
oneroso que tratar la enfermedad y sus complicaciones asociadas que se presentan

por el avance silencioso de la misma.
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11 Anexos

11.1 Extraccidon de ADN por el método de Fenol-Cloroformo

Lisado de glébulos blancos:

- Colocar 10 ml de sangre periférica extraidos mediante una jeringa con EDTA en tubos

de rosca estériles de 50 ml.

- Agregar 3 volumenes de Buffer de lisis: NH4Cl 155 mM, KHCO3 10 mM (pH 7.4), EDTA
1 mM (pH 8), SSC 1X a partir de 20X (NaCl 3 M, Citrato de Sodio 0.3 M).

- Dejar 15 minutos en hielo, agitando cado dos minutos.

- Centrifugar 10 minutos a 1000 rpm.

- Eliminar el sobrenadante.

- Lavar el pellet con SSC 1X.

- Resuspender el pellet en 5 ml buffer SE: NaCl 75 mM, EDTA 24 mM (pH 8).
- Agregar 500 pl de SDS 10% y 50 ul de Proteinasa K.

- Colocar en bafo con agitacion a 50 rpm a 50°C toda la noche.

Extraccion con Fenol-Cloroformo:

- Agregar 1 volumen de fenol.

- Mezclar 15 minutos hasta obtener una emulsion completa.

- Centrifugar 10 minutos a 200 rpm.

- Transferir la fase acuosa a otro tubo de polipropileno de 15 ml con tapa.
- Agregar 1 volumen de cloroformo alcohol isoamilico (24:1).

- Agitar durante 10 minutos.
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- Centrifugar 5 minutos a 2000 rpm.

- Extraer la fase acuosa.

Precipitacion:

- Agregar 0.3 volumenes de acetato de sodio 2M (pH 5.5).

- Agregar 2 volumenes de etanol (100%).

- Mezclar por inversion hasta que se forme el precipitado.

- Recuperar el ADN precipitado en un tubo estéril de 5 ml con tapa.
- Lavar el ADN con 3 ml de etanol 70%.

- Secar el precipitado al aire.

- Resuspender en 1 ml de buffer TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM).
- Dejar en bafio con agitacion a 50°C toda la noche.

11.2 Funcionamiento de sondas Tagman®

Las sondas Tagman® o de hidrolisis contienen un fluoréforo donador en el extremo 5’
gue emite fluorescencia al ser excitado y en el extremo 3’ un aceptor que absorbe la

fluorescencia liberada por el donador.

Para todas las reacciones de PCR en tiempo real se utilizé el SensiFAST™ Probe
No-ROX (Bioline®). Junto con la MIX, se pone en un mismo tubo de reaccion las dos
sondas, los primers y el ADN blanco (Figura 3, panel 1). Cuando la sonda se encuentra
intacta la fluorescencia emitida por el fluoroforo donador es absorbida por el aceptor.
En la fase de desnaturalizacion del ADN blanco la sonda y los primers se hibridan con
su cadena complementaria. Luego en la fase de sintesis, la ADN polimerasa gracias a su
actividad 5’ exonucleasa hidroliza el extremo 5’ de la sonda provocando la liberacién
del fluoréforo que al quedar alejado del aceptor emite fluorescencia que es captada
por el canal del PCR Real Time que corresponda segun la longitud de onda captada

(Figura 1, panel 2 y 3.). De esta manera observamos que un aumento en la sefial de
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uno de los donadores indicara homocigosidad para ese nucleétido de interés, mientras

gue si se reporta sefial en ambos donadores nos indicara heterocigosidad.

1) Componentes del ensayo y ADN target

— Sonda 1 Sonda 2
H T

Primer R
Primer F b ik

[6m

[Cra)

—

2) Desnaturalizacion del ADN y annealing
de los componentes. i,
Sonda 1 Sonda 2

Primer R
-

Primer F \ : G \. T

[CiA]

3) Polimerizacion y generacion de "
senal.

Primer £ H T

O =i

Figura 1: Paneles 1, 2 y 3. Genotipificacion mediante PCR en tiempo real con la

utilizacién de sondas Tagman®. (Beloso, 2014)
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