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1.1 Generalidades del VHC

El virus d e la he patitis C (VHC) fue identificado y c aracterizado en 1989
después de multiples investigaciones para la deteccién del genoma del virus de la
hepatitis “no-A, no-B” (NANB), reconociéndose como la causa principal de este tipo
de hepatitis. La prevalencia de |a infeccion por VHC alcanza un 2-3% en nuestra
area g eografica. El desarrollode unai nfeccion per sistentees u nad el as
caracteristicas mas importantes del VHC. Asi, mas del 80% de | os individuos que
presentan primoinfeccion desarrollaran una infeccién cronica y se ha convertido en
la c ausa pr incipal de | a hepatitis ¢ ronica, de | a c irrosis hepat ica ( CH) yd el
carcinoma hepatocelular (CHC) y asi como en | a primera indicacion d e trasplante

hepatico en nuestro medio [1].

1.1.1 Caracteristicas virologicas

El VHC pertenece a la familia Flaviviridae, que incluye patdégenos que
afectan a humanos y animales. La familia Flaviviridae esta compuesta al menos, por
tres géneros diferentes, como el Pestivirus, el Flavivirus y el Hepacivirus cuyo unico

miembro es el VHC.

Glicoproteinas
envoltura

Figura 1. Estructura de la particula viral
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La particula viral (virion) del VHC es de pequefio tamafio (alrededor de 50
nm de didametro) que se encuentra recubierta por una envoltura lipidica (Fig. 1). El
genoma del V HC esta c ompuesto por una unica cadenad e &acido r ibonucleico
(ARN) de polaridad positiva, con una longitud aproximada de 9600 nucleétidos que
codifica u na po liproteina d e unos 3 000 am inoacidos. E ste ge noma s e e ncuentra
rodeado por el core (nucleocapside icosaédrica), que a su vez esta recubierta por
una envoltura lipidica en la que se encuentran dos glucoproteinas virales (E1 y E2)
necesarias p ara f ormar | as particulas infectivas. E1 y E2 estan implicadas enla
union a los receptores celulares de las células huésped para su posterior fusiéon y
entrada al citoplasma c elular. E stas gl ucoproteinas p resentan un a Ito gr ado de
heterogeneidad genética [2]. Al core y las gluproteinas E1 y E2 se las conoce como
grupo de proteinas estructurales y los genes que las codifican se encuentran
localizados en el extremo 5’ del RNA viral (Fig. 2). Estudios in vitro han demostrado
que la proteina del core p odria interactuar con protooncogenes de | as células del
huésped, estando implicada en el des arrollo de CHC en pac ientes con infeccion

cronica por el VHC, al igual que ha ocurrido con otras regiones gendémicas [3]

Regidn fragmentada por las proteasas
5'UTR L] 3 UTR

Proteinas
estructurales

E2 NS1 NS2 NS3 NS4A NS4B NS5A NS5B
I__l Proteina resistente
I—|—| Metaloproteasa Al

Glucoproteinas Serinproteasa

de envoltura
ARN helicasa ARN
polimerasa

Proteinas no estructurales

Nucleocapside Proteinas Cofactores
transmembrana

Figura 2. Organizacion gendémica del VHC (superior) y procesamiento de las

poliproteinas (inferior).
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El grupo de las proteinas no estructurales (NS) esta formada basicamente
por pr oteinas ¢ on ac tividad pr oteasa, hel icasa y p olimerasa, nec esarias parala
replicacion viral. Por otro lado, la region NS5A se ha relacionado con la modulacion
de la respuesta antiviral del huésped mediada por el interferon (IFN). En concreto,
se ha observado que la acumulacién de mutaciones en una determinada region de
NS5A, la conocida como ISDR (Interferon Sensitivity Determining Region), se
relaciona con una mejor respuesta al IFN en pacientes infectados por el genotipo 1b
del VHC [4-6]. Ademas, | a presencia de mutaciones en| aregién PKRBD s e ha

relacionado con una buena respuesta al tratamiento [7].

1.1.2 Genotipos y cuasiespecies

La variabilidad genética del VHC se describe bajo dos conceptos: los
genotipos y cuasiespecies. Asi, se habla de genotipo en referencia a la
heterogeneidad d e s ecuencias ent re d iferentes i ndividuos y de ¢ uasiespecies
cuando nos referimos a la heterogeneidad genética en un mismo individuo. En este
contexto, s e han descrito s eis gen otipos principales (del1a 16) ym as de 50

subtipos o subgenotipos (Ej.: 1a, 1b, 2a...) del VHC.

El genotipo 1 es el mas comun en el mundo occidental, representando un
70-80% de los casos. Los genotipos mas frecuentes en Estados Unidos y Europa
occidental son el 1a y el 1b, seguidos de los genotipos 2 y 3. Los genotipos virales
difieren poco en el pronéstico o severidad en la enfermedad sin embargo difieren en

la respuesta al tratamiento.

En la practica clinica, el genotipo tiene importancia clinica ya que determina
la respuesta potencial de la terapia basada en el interferén y la duracién que va a
requerir la misma. Los genotipos 1, 4 y 5 responden menos a dicho tratamiento que
el resto de genotipos (genotipos 2, 3 y 6). La duracion de la terapia estandar basada
en el interferén para los genotipos 1 y 4 es de 48 semanas, mientras que para los

genotipos 2 y 3 es solo de 24 semanas [8].

Una de las caracteristicas mas importantes y con mayor implicacion en la
patogenia de la infeccién por el VHC es la gran heterogeneidad genética del VHC a

nivel de individuo. Este fendmeno es debido a defectos en la actividad reparadora
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del a ARN p olimerasa dependientede ARN y al a ausencia de ac tividad
exonucleasa 5-3'. El resultado es la aparicion de una poblacion de variantes
genomicas que difierende | aor iginal y que se den ominane ns uc onjunto
cuasiespecies. La ¢ uasiespecie pr edominante s eria aqu ella q ue presenta una
mayor capacidad replicativa en el huésped. En los virus de ARN, las regiones que
presentan mayor variabilidad genética son aquéllas expuestas a la accién del
sistema inmune, de tal manera que se ha propuesto que la variacién antigénica es
el resultado directo de la seleccion de v ariantes como respuesta al a inmunidad
humoraly celular. Enlar egion codificadora, | os genes de en volturaE1 yE 2,
conocidos como regién hipervariable 1 ( HVR-1), muestran| a mayor variacion
genética; sin embargo, en el gen que codifica la proteina core, la regién 5-NRT y

fragmentos de 3’-NTR estan altamente conservados.

La diversidad d e | as cuasiespecies de| VHC pue de, por tanto, contribuir al
desarrollo de la cronicidad durante la infeccion debido a los rapidos cambios que se
suceden en | as proteinas de | a en voltura viral como mecanismo de es cape al a
presion inmune ejercida por el huésped. Esta diversidad también tendra importancia
en el disefio y desarrollo de vacunas, seleccion de mutantes resistentes durante el

tratamiento y disefio e interpretacion de los métodos diagndsticos.

1.2 Epidemiologia

El VHC es un problema de salud a nivel mundial por su elevada prevalencia.
La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en 1999, calculé que 170 millones de
personas, un 3% de la poblacion mundial, estaban infectadas [9]. Ademas se
determind que aproximadamente se presentan entre 3 y 4 millones de nuevos casos
de infeccion del VHC al afio en t odo el mundo. En Espafia, se ha des crito que la
prevalencia en la poblacion general es aproximadamente del 2%, con algo mas de
900.000 personas af ectadas y para | a s ubpoblacién de g estantes i nfectadas en
torno al 0,5-1,4% [10,11]. Ademas se conoce que el 70% de la poblacion espafiola
infectada tiene el genotipo 1. Los ultimos datos epidemioldgicos recogidos por el Dr.
Lavanchy [12] publicados en febrero de 2 011, indican que | as cifras gl obales no
estan sufriendo c ambios significativos en | os ultimos afios , ¢ on u na estimacion

global de 160 millones de personas infectadas y una prevalencia global del 2,4%,
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pero si que se presentan datos muy variables de unas regiones a otras. El pais que
registra una mayor prevalencia de personas con anticuerpos del VHC (Ac-VHC) es
Egipto, con un 14% de la poblacién. Por otro lado, en algunos paises incluso se ha
registrado u n aumento significativo de | a pr evalencia, alos que hay que s umar,
regiones donde no existen datos suficientes pero se sospecha una alta prevalencia.
La prevalencia real es aun desconocida y es necesario la realizacién de estudios

epidemiolégicos para conocer el alcance del problema (Fig.3) [12].

Se pueden identificar tres patrones epidemiolédgicos diferentes: 1) en paises
como EEUU y Australia donde la mayor parte de las infecciones por VHC aparecen
en personas entre 39 y 40 afnos, lo que indica que la principal transmisién de VHC
ocurrié en el pasado, de forma predominante entre adultos jévenes infectados a
través de drogadiccion intravenosa, 2) en areas como Japon o e | sur de E uropa
donde la pr evalencia d e i nfeccion por V HC es m ayor en per sonas de e dad
avanzada, lo que sugiere que el riesgo de transmision del VHC era mas elevado en
décadas pasadas (hace mas de 30 afios) que en la actualidad. En estos paises los
procedimientos médicos, en particular la inyeccidn con reutilizacién de jeringas de
vidrio ¢ ontaminadas y las pr acticas m édicas alternativas, p ueden haber
desempefiado un papel principal en la diseminacién del virus y 3) en paises como
Egipto, don de s € o bservan t asas el evadas d e i nfeccidon e n todos | os gr upos de

edad, lo que sugiere que el alto riesgo de adquirir el VHC continda.

Hay que h acer constar que un alto p orcentaje de personas con infeccion
cronica permanece asintomatico y aun no han sido diagnosticadas, pero,
probablemente, r ecibiran atencion m édicae nla pr 6ximadécadaporloquese
espera un incremento de considerable de la prevalencia del VHC en los préximos

anos.
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Figura 3. Prevalencia global de la hepatitis C en 2010 (%) [12].

Conjuntamente con los d atos epidemioldgicos, hay que indicar que el VHC
generaun alto c oste s anitario en los pa isesi ndustrializados. L os es tudios
realizados m uestran que el VHC es el age nte causante del 20% de |as h epatitis
agudas, del 7 0% de las h epatitis crénicas, del 40% de las cirrosis hep aticas, del
60% del CHC y del 30% de los trasplantes hepaticos, siendo una de las principales
causas de cirrosis hepatica de etiologia viral y una de las principales indicaciones

del trasplante hepatico.

Los mecanismos de transmision del VHC no son deltodo c onocidos, | as
principales vias de transmision son la via parenteral en el adulto y la vertical en el
nifio [12,13]. Hay que distinguir entre los contagios actuales y |os realizados con
anterioridad a la década de los noventa, en la que no se podia detectar el VHC en
sangre, lo que provocd que muchas personas se infectaran a través de
transfusiones o de derivados sanguineos. Los controles actuales para la deteccién
del VHC han eliminado esta via de contagio. Sin embargo, los controles sanitarios
escasos en algunos paises subdesarrollados asi como la falta de esterilizacién en el
instrumental médico hace que la via parenteral siga siendo importante en los

mismos.
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Via parenteral: en la actualidad, es la via mas efectiva y la principal via de
transmision en el adulto a nivel mundial, en paises subdesarrollados. Las
transfusiones de s angre y de hemoderivados antes de | adécadade los
noventa y el uso compartido de jeringuillas fueron las vias mas importantes

de transmision en los paises desarrollados.

Via sexual: en los E stados U nidos el 15-20% d e | os casos de i nfeccién
aguda del VHC tienen como posible factor de riesgo la trasmision s exual,
sin poder demostrar otra via de trasmisién. En Egipto la trasmision sexual
ha sido confirmada mediante analisis filogenético del virus en el 15% de las
parejas s exuales d e i ndividuos c on i nfeccion ag uda del VHC. D iferentes
estudios han demostrado que la trasmision sexual del VHC aumenta con el
numero de parejas sexuales, con las conductas de alto riesgo y al no usar
medios ant iconceptivost ipob arrera.N os es abec onc ertezas i la
coinfeccién por VIH aumenta el riesgo y son necesarios mas estudios

epidemiolégicos para conocer con mas profundidad esta via de trasmision.

Transmisién vertical (TV): en la actualidad, en |os paises des arrollados,
es el principal m ecanismo de infeccidén en nifios. L os factores de r iesgo
conocidos son la alta carga viral en el parto y la coinfeccién por VIH en la
madre. Estos dos factores son insuficientes al no poder ex plicar m uchos
casosde T V,| oqu ej ustifical ar ealizacion de m &s es tudios par a
incrementar el ¢ onocimiento de dichos factores y m inimizar el riesgode

contagios materno-filiales.

Otros: practicas de riesgo muy divulgadas en p aises des arrollados en el
pasado y que s iguen vigentes e ne | pr esente en pai sese nv ias de
desarrollo como: e | uso dej eringuillas reutilizables, el uso comund e
material odon toldgico, al gunas t écnicas de m edicina t radicional, t atuajes,
piercing e incluso las barberias, peluquerias y salones de belleza, si no se
utiliza m aterial d esechable onos e hac e un a de sinfeccion adec uada,
pueden contribuir a la trasmision del VHC. En Egipto el 50% de los partos
son atendidos por matronas tradicionales y en su mayoria, no poseen una

desinfeccion adecuada del material utilizado.
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1.3 Historia natural en el adulto y el nifio

Historia natural de la infeccion crénica del VHC en el adulto

La infeccion aguda por VHC s e define como la aparicién de una nueva
viremia con conversién de VHC-ARN negativo a V HC-ARN p ositivo. L a i nfeccién
aguda es asintomatica en la mayoria de los casos, tan sélo un 25% de las hepatitis
agudas son clinicamente sintomaticas y suelen manifestarse en forma de sintomas
inespecificos como: astenia, anorexia, nauseas e i ctericia. La forma fulminante es
muy rara. El ARN se puede detectar en el suero en casi todos los pacientes entre la
primera y la segunda semana post-exposicion. La seroconversiéon aparece entre los
2 y los 6 meses post-exposicion (periodo ventana) o mas tarde en ciertos grupos de
riesgo, por lo que la deteccién de anticuerpos es menos fiable que la deteccién de

ARN en el periodo agudo para el diagnéstico precoz.

Se considera que la fase aguda de la infeccién son los primeros 6 meses y
en es tafaseel aclaramiento d el virus es posible. En torno a un 20% de los
pacientes ¢ on h epatitisagud ac onsiguen la resoluciéon espontanea [14],
definiéndose és ta c omo | a aus encia d e ARN-VHC en s uero acompafiadodela
normalizacién d e | os ni veles de t ransaminasas. V arios t rabajos r ecientes es tan
estudiando | os f actores que det erminan es ta el iminacién d el v irus. Los f actores
predictivos de curacidn tras una hepatitis aguda son la aparicion de ictericia en la
fase aguda y el sexo femenino [15,16]. El 8 5% restante des arrolla una hepatitis
cronica, definida por la persistencia del ARN-VHC durante un periodo superior a 6

meses tras el comienzo de la infeccion.

De los m as de 50 0.000 c asos nue vos de cancer d e higado que ocurren
cada afio a nivel mundial, el 22% (> 100.000) son atribuibles a Infeccién por el VHC.
Los estudios prospectivos han dem ostrado que el 80 % de los casos de hep atitis
aguda C progresan hacia |l a c ronicidad; el 10-20% de es tos des arrollan c irrosis
hepatica y en dos o tres décadas el 1-5% desarrollara cancer de higado. El
excesivo consumo de alcohol, el sexo, la edad en el momento de la infeccion, los
niveles de t ransaminanas y la c oinfeccion por el Virus de la | nmunodeficiencia
Humana (VIH) u ot ros virus hepatotropos como el VHB, par ecen estar asociadas

con una progresion mas rapida hacia la fibrosis. Otros estudios longitudinales
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prospectivos s onn ecesarios p ara determinar siot ros factores,c omol a
esquistosomiasis, clonorquiasis o la exposicidon a disolventes toxicos, comun en los
paises en desarrollo, estan asociados con la progresién de la enfermedad. Hay una
necesidad ur gente de m as i nformacion s obre | a ev olucién al argo pl azo, | as

consecuencias, el coste y la carga sanitaria [12] (Fig. 4).

Sexo femenino, menor edad de infeccion

> 30 afios i

Progresion lenta

1-4%/afio
80% [20%

Higado |—> Infeccion ’—> Hepatitis ’—'\ Cirrosis ’—'\ Hepatocarcinoma

normal aguda cronica hepatica

. /
~
T = " P /
~ rogresion rapida /
\\ .f
\ ll,-’
. /

< 20 afios /

Ingesta de alcohol, coinfeccion

Figura 4. Historia natural del VHC

Historia natural de la infeccion crénica del VHC en el nifio

La causa mas comun de hepatitis cronica en los nifios en los paises
desarrollados es la infecciéon por VHC. Con las mejoras en la deteccién de VHC en
los hem oderivados y la prevencion de otros modos de t ransmision parenteral, el
mecanismo mas c omun de t ransmision en los nifios es | a transmision m aterno-
infantil per inatal. Las es timaciones m as c onservadoras indicanque de 1 0.000 a
60.000 lactantes al afio pueden ser infectados por el VHC en todo el mundo debido
alaTV.

En la infeccion aguda en el nifo, a diferencia que en el adulto, no se ha
descrito n ingun ¢ aso de hep atitis ictérica aguda o asociado a sintomatologia
importante. El Unico signo, tal vez no relacionado, fue la hepatomegalia en el 10%

de los casos.
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La eliminacién espontanea del VHC puede ocurrir hasta en un 25-30% de
los nifos y es posible hastalos 3 afios de edad. Las tasas d e e liminacién son
iguales entre los que se infectan por transmision vertical o t ransmision parenteral.
Sin embargo, una edad mas temprana en la normalizacién de los niveles de ALT, el
genotipo 3 y unas transaminasas superiores a 5 veces el valor normal se relacionan
con una mayor tasa de eliminacién del VHC [17,18]. En un estudio de 80 nifios
espafioles e italianos, las biopsias hepaticas mostraron diversos grados de hepatitis
cronica p ersistente: higado nor mal o | esiones m inimas no es pecificas ( 17,5%),
hepatitis crénica con bajo grado de ac tividad (60%) y con alto grado de actividad
(21%). En cuanto a la fibrosis: no se aprecio fibrosis en el 27,5% de los casos, fue
leve en el 55%, moderada en el 16,5% y sélo hubo uncasode CH entre los 80
nifios [19]. Los datos de la poblacion adulta sugieren que aproximadamente el 10-
20% de los pacientes con V HC p ueden llegar a de sarrollar cirrosis y carcinoma
hepatocelular. En la actualidad, no existen estudios a largo plazo que muestren las
tasas de ¢ arcinoma hepatocelular o c irrosis en a dultos que han ¢ ontraido el VHC
por TV.

Las directrices actuales de la CDC para el diagnésticode T V en el nifio
recomiendan e | es tudio de anticuerpos en n ifios n acidos d e m adres i nfectadas
después de los 18 de m eses, porque los anticuerpos de | a madre son adquiridos
pasivamente a través de la placenta y dejan de ser detectables a los 18 meses. Si
antes se requieren pruebas, la CDC recomienda PCR para el ARN del VHC a partir
de los 2 m eses des pués del n acimiento, puesto que a ed ades m as t empranas

existe una alta tasa de falsos positivos.

La red europea Pediatrica del VHC [20] estudié de forma prospectiva a 357
ninos expuestos al VHC y encontré que la sensibilidad de la PCR para el ARN del
VHC fue del 22% al nacer, aumentando espectacularmente al 70-85% después de 1
mes de edad. Este estudio también m ostré que el valor predictivo p ositivode la
prueba de PCR fue del 33% al nacer, aumentando al 78% a los 9 meses de edad,
mientras que el valor predictivo negativo varié del 96% al 99 %. Estos resultados
podrian atribuirse a una carga viral muy baja y no detectable en el primer mes de
vida y por el periodo de incubacién muy variable del VHC que puede ir desde 2
semanas al os 6 m eses. Estos r esultados s ugieren qu e la n egatividad enl a

deteccion del ARN por PCR al nacer no es un indicador adecuado del estado de la
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infeccion por VHC e n un a f echa pos terior. Por e | ¢ ontrario, una PCR n egativa
después de los 12 m eses de edad debe ser confirmada con el nivel de anti-VHC
para detectar a los nifios que se infectaron con anterioridad y que aclaran el virus

posteriormente [21].

1.4 Tratamiento

Existen m uchos es tudios en E uropa y en Estados U nidos donde s e ha
analizado la r espuesta de | t ratamiento es tandar, c ombinacion de alfa interferén
pegilado y ribavirina, mostrando que solo el 42-52% de los pacientes con genotipo 1
consiguen una Respuesta Virolégica Sostenida (RVS). EI 20% de los pacientes con
genotipo 1y el 5% de los pacientes con genotipo 2 6 3 tienen una nula respuesta al

tratamiento, sin conocerse sus causas.

El tratamiento actual pretende, ademas de la eliminacion del virus, detener
la progresion de la enfermedad cronica hepatica y disminuir el nimero de personas

infectadas.

1.4.1 Indicaciones de tratamiento en el nifio y en el adulto
En general, debe ser tratado todo paciente con HCC no tratado previamente
que lo desee, sobre todo los infectados por los genotipos 2 y 3, que tienen mayores

posibilidades de curacion [22].

En el adulto se suelen incluir los pacientes menores de 65 afios, 0 mayores
gue presenten buena calidad de vida; con una cirrosis compensada; c oinfectados
por VHB o VIH si estan e stabilizados; o ¢ on trastornos extrahepaticos as ociados.
Como c riterios de  exclusion, los que no ¢ umplan es tos par ametros y las
embarazadas o mujeres en edad fértil que presenten una negativa a usar métodos

anticonceptivos.

En el nifio las indicaciones de t ratamiento estan todavia en controversia
debido a que: 1) no se conoce a fondo la historia natural de la enfermedad en la
edad pe diatrica, 2) la e nfermedad tiene buena e volucién desde el punto de vista

clinico e histolégico en la edad pe diatrica y 3) el tratamiento no estéd exento de

33



efectos secundarios y se han detectado alteraciones tiroideas y diabetes. Por otro
lado, una buena razén para tratar durante la edad pediatrica es que potencialmente
se puede curar la enfermedad con el tratamiento, sobre todo en aquellos pacientes

con genotipo no 1 que tienen una mejor respuesta al mismo.

Actualmente se considera que no debe tratarse a los menores de tres anos,
puesto que pu eden ac larar el virus, y s e d esaconseja el tratamiento durante |l a

adolescencia por ser una edad conflictiva.

Se recomienda tratar a los nifios con edades comprendidas entre los 3 afios
y la pubertad, con enfermedad crénica por VHC y que pr esenten signos de m al
pronéstico, como | a b iopsia h epatica alterada. Es n ecesario realizar un estrecho

seguimiento de la hepatitis crénica C en el nifio.

1.4.2 Farmacos

Interferén pegilado (IFN-peg): de forma general, los IFNs son proteinas ¢
glicoproteinas pr oducidas por di stintos t ipos ¢ elulares c omor espuestaa un
estimulo, s obre todo alas i nfecciones viricas. El | FN alfa es un po lipéptido no
glicosilado pr oducido por m onocitos, | eucocitos y | infocitos B ¢ omo r espuesta a

infecciones viricas, con la funcién de mediar la respuesta inmune inespecifica.
Posee dos acciones:

e Antiviral directa: se manifiesta inhibiendo la replicacién viral, transmitiendo
sefales al interior de la célula a través de receptores situados en la

superficie celular.

¢ Inmunomoduladora: incrementando la expresion de moléculas del antigeno
leucocitario humano (HLA) en la membrana de los hepatocitos y facilitando
que |l os linfocitos T citotéxicos (Linfocitos T c) reconozcan y eliminen | as
células infectadas, ademas de es timular la inmunidad innata ( células N K)
[23].

La pe gilaciéon d e un a pr oteina c onsiste e n su unién aun a molécula de
polietilenglicol para disminuir su aclaramiento y asi prolongar su permanencia en el
organismo tras su administracion, obteniendo una mejoria considerable tanto en la

famacocinética como en la farmacodinamia. El que se utiliza especificamente en el
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tratamiento actual es el IFN-pegilado-alfa, que tiene la ventaja de que se administra
s6lo una vez por semana, disminuyendo los efectos secundarios, ademas de
conseguir una mayor y mas eficaz supresion de la actividad viral en comparacién
con la administracién del | FN estandar tres veces por semana. Hay dos tipos de
IFN, el alfa-2a y al fa-2b. Aunque h an sido v arios | os es tudios qu e c omparan | a
eficacia de ambos combinados con RBV, un estudio sistematico realizado por
Cochrane [24] sobre ensayos clinicos aleatorizados, en los que se comparaban los
dos tipos de IFN-peg con respecto a | as tasas de RVS, confirmé las ventajas del
alfa-2a, mientras que el tipo de acontecimientos adversos yla incidencia de |os

mismos fueron muy parecidos en ambas pautas de tratamiento [24,25].

Rivabirina (RBV): esun anal ogode nucledsido (guanosina), ut ilizado
también en e | t ratamiento del VIH. Suincorporacién al aterapiafrentea VHC
mejord sustancialmente los porcentajes de respuesta viral sostenida (RVS) en
pacientes infectados por VHC, incrementando por un lado la proporcion de casos

que aclaraban el virus y disminuyendo, por otro, el nimero de recaidas.

La RBV tiene un efecto sinérgico, y actua cooperando y potenciando al IFN
alfa, aunque su mecanismo de accion no se conoce con exactitud. Los hepatocitos
infectados producen una liberacién de viriones infecciosos y no infecciosos. El IFN
inhibe la produccién del VHC, y la RBV introduce m utaciones de ntro del ge noma
VHC e incrementa la produccién de viriones no infecciosos. Se piensa que el IFN y
la RBV favorecen la respuesta inmunoldgica a través de los linfocitos NK vy linfocitos
T, consiguiendo la muerte de las células infectadas por el VHC. La RBV también
puede actuar a través de un mecanismo no citolitico, curando las células infectadas
sin destruirlas. Esto explicaria por qué la RBV tiene ese efecto llamado “cosmético”
y normaliza las transaminasas. Las células dianas del virus, que son los hepatocitos
sanos, pu eden s er atacadas porl os v iriones infecciosos per ono por los no

infecciosos [26] (Fig. 5).
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Figura 5. Mecanismo de accion de IFN y RBV

Inhibidores de la proteasa NS3/4A: Son m uchos | os inhibidores de |a
proteasa NS3/4A que estan en desarrollo para el tratamiento de la infeccion crénica
del VHC. Se ha demostrado que tienen una potente accién antiviral, pero también
presentan una baja barrera genética de resistencia, o que condiciona la seleccién
de mutaciones de resistencia y la recidiva durante la monoterapia. No obstante, las
resistencias se pueden eliminar practicamente si se combinan con IFN-peg y RBV.
Los dos farmacos que es tan m as avanzados son el telaprevir y el boceprevir. E|
telaprevir t iene u na potente ac cién a ntiviral peroe nlos es tudios enfase1 se
demostré que dur antel as egunda s emana apar eciaunar ecidiva virologica
(breakthrough) debidoa | aa paricion de m utaciones,| oq uei ndicaqu el a
monoterapia no es efectiva. A fortunadamente estas m utaciones s on s ensibles al
tratamiento ¢ ombinado c on | FN-peg y R BV. O tro a specto i mportante es quela
reduccion de la carga viral es mucho menor en los pacientes con genotipo 2, 3y 4 (-
3,9, -0,5 y -0,9 log10 Ul/ml, respectivamente); la consecuencia es que estos
farmacos no estan indicados en estos genotipos porque son poco activos. La
reduccion de la carga viral con 400 mg cada 8 horas de boceprevir es menor (-2,1
log10 U I/ml); no obs tante, | a dos is recomendada de este farmaco en | a practica

clinica es de 800 mg cada 8 horas. Actualmente existen varios ensayos clinicos en
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fase 2 y 3, tanto en pacientes naive, no tratados previamente, como en pacientes no

respondedores con resultados esperanzadores [27].

1.4.3 Tipos de respuesta al tratamiento antiviral

La respuesta al tratamiento se define por: 1) criterios bioquimicos como la
normalizacion de | ast ransaminasas, 2) c riterios v irolégicos ¢ onsiderando | a
ausencia de ARN-VHC y 3) segun criterios histolégicos valorados por la mejoria en
el i ndice de actividad inflamatoria hep atica. E s importante c onocer | as d istintas
modalidades de respuesta al tratamiento para decidir qué dosis y qué duracion se
ha de mantener, permitiendo individualizar el tratamiento, reducir los costes y

mejorar la respuesta.

Evaluacion de la respuesta tras 4 semanas de tratamiento: la respuesta
virologica rapida a la semana 4 de tratamiento (RVR-4s) se define como ARN-VHC
indetectable e nes te t iempo, ys e har econocidoc omouno del os f actores

predictivos de RVS independientes mas importantes [28] (tabla 2).

Evaluacion de la respuesta tras 12 semanas de tratamiento:la
respuesta virolégica precoz (RVP), d efinida como la disminucién de | a carga viral
>2log10 o A RN indetectable en | a semana 12, se utiliza como el principal factor
para tomar decisiones acerca del tratamiento. En pacientes infectados con el
genotipo 1 del VHC que han presentado una RVP parcial (descenso >2log10 pero
con ARN detectable en la semana 12) lograban una RVS en un 17-29% con IFN-
peg/RBV dur ante 48 s emanas, benef iciandose e ste s ubgrupo d e pac ientes
“respondedores lentos” de una ampliacién de la duracién del tratamiento combinado
a 72 semanas [29,30] (Fig. 6).

Evaluacion de la respuesta tras 24 semanas de tratamiento: los
pacientes que cumplen criterios de RVP pero que mantienen niveles de ARN viral
detectables en la semana 24 no alcanzaran RVS en el 98-100% de los casos, por lo

que se recomienda la interrupcién del tratamiento en esta situacion (Fig. 6).

LaR VSes | a ausenciade A RNdel V HC y normalizaciondel as

transaminasas tanto al final d el tratamiento como a |l os 6 m eses de s eguimiento.
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Lograr una RVS es sinénimo de curacion, ya que se produce una mejoria
paulatina de la lesion hepatica y desaparece el riesgo de desarrollar complicaciones
relacionadas con la hepatitis C.

La respuesta con recaida se define como la normalizacién de | os valores
antes citados al término del tratamiento, pero con reapariciéon del ARN en el control
semestral. Los no r espondedores (NR) se definen como aqué llos que presentan
una caida de m enos de 2 logaritmos en | os valores de A RN-VHC durante las 12
primeras semanas de tratamiento y/o la persistencia del mismo a partir de la
semana 24 de tratamiento (Fig. 6).
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Figura 6. Resumen del seguimiento durante el tratamiento

En pacientes con genotipo 1, previamente no tratados (naive), el
tratamiento c ombinado c on | FN-peg y RBV consigue una R VS del 50-55%. Los
pacientes con genotipos 2 y 3 consiguen una tasa de RVS alrededor del 80%, y con
menor t iempo de tratamiento [ 31-33]. Los pac ientes nor espondedores a los

tratamientos previos con interfer6n convencional en monoterapia 0 combinado con
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RBV presentan unas tasas de RVS al tratamiento estandar actual de un 28% y un

12% respectivamente [33-34].

El cumplimiento terapéutico es fundamental en estos pacientes, ya que si
no reciben al menos el 80% de la dosis inicial, la tasa de RVS desciende de forma

significativa.

1.4.4 Eficacia en nifios

El tratamiento combinado de peginterferén y ribavirina proporciona tasas de
respuesta sostenida mejores que otros tratamientos. En nifios esta en investigacion,
mediante u n es tudio m ulticéntrico d e | a farmacocinética, eficacia y s eguridad del

peginterferén alfa 2b 60 pg/mzlsemana combinado con ribavirina 15 mg/kg/dia.

Los dat os d isponibles s obre | a ef icacia y efectos ad versos en nifios
provienen de dos e nsayos. U no f ue r ealizado e n E spafia, en 30 niflos que
recibieron IFN-peg alfa 2b 1 ug/kg/semana y RVB 15 mg/kg/dia. Otro fue realizado
en Alemania, en 61 nifios tratados con IFN-peg alfa 2b 1,5 pyg/kg/semana y RVB 15
mg/kg/dia. En ambos ensayos la duracion del tratamiento fue de 24 semanas en
infecciones por genotipos 2/3 y de 48 semanas en infecciones por genotipo 1. Los
resultados fueron similares en ambos estudios, indicando que la respuesta se
obtiene en un porcentaje igual o ligeramente superior al tratamiento combinado con

alfainterferén convencional y RVB.

En el estudio espafol, realizado en el Hospital Infantil Universitario La Paz
(Madrid) con criterios de inclusién estrictos de infeccién crénica (mas de 3 afos
desde in6culo) y edad entre 3,5 y 16 afios, €l 69% de los casos eran debidos a
infeccion m adre-hijo, el 86,6% eran genotipo 1 y en el 66,6% la viremia fue > 10°
Ul/ml. La RVS se obtuvo enel 50% (46,6% congenotipo1 y enel100% de 3
pacientes con genotipo 3). Enla 4% semana solamente un paciente n egativizo el
RNA-VHC. En la 122 semana de tratamiento, el 51,7% habian negativizado RNA-
VHC y el 7 2% tuvoun descenso >2 log con respectoa |lacarga viral b asal,
existiendo una RVS en el 87% y 71% de los casos, respectivamente. Ningun caso
con descenso <2 log en la semana 122 obtuvo respuesta. El tratamiento continuado
hasta la 482 semana en 6 nifios con viremia positiva a la semana 242 no o btuvo

respuesta sostenida en ninguno de los casos.
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En el estudio aleman, los nifios tenian una edad comprendida entre los 2 y
los 17 afios, el 40,3% eran debidos a TV y el 75,8% a genotipo 1. Hubo respuesta
sostenida en el 47,8% (22/46) de los nifios con genotipo 1 y 100% (13/13) en nifios
con genotipo 2/3 (p=0,0003). En la semana 122 el 62,3% de los tratados obtuvieron
RNA-VHC ne gativo. El 91% de | os pacientes congenotipo1 yel92,3% delos
casos con gen otipos 2/3, que consiguieron r espuesta s ostenida, tuvieron viremia

indetectable en la semana 122 de tratamiento.

En estos e nsayos n o hubo di ferencias d er espuestas egin lae dad
(menores de 12 afios ¢ omparado c on mayores: 54, 8% vs 63,3% en e | es tudio
aleman, 45% vs 60% en el estudio espanol), ni con la cifra de ALT basal o
comparando nifios con transaminasas normales con los que presentaban alteracién
funcional pr evia a | t ratamiento. L a c arga v iral bas al y e | i ndice de K nodell no
influyeron en la respuesta en nifios espafoles. En ambos estudios, la respuesta de
los pacientes con adquisicion de la infeccion por via transfusional tuvo tendencia a
ser superior a la de nifios infectados por via madre-hijo (nifios alemanes: 70,4% vs
48% p = 0,087; nifios espafioles: 78% vs 38% P = 0,1).

Ene I gr upoden ifios q ue ac tualmente c onstituyen | a p oblacion m as
numerosa: infectados por genotipo 1 por via madre-hijo, el tratamiento combinado
es eficazen el 37,5% y 35% de |los casos (Espafia y Alemania, respectivamente)
[35].

1.4.5 Efectos adversos en nifios

Los efectos adversos del interferon p egilado ¢ ombinado con r ibavirina
disminuyen en comparacion con el empleo de interferon alfa, por reducirse el
nuamero de i nyecciones y de reacciones inmediatas a | a inyeccion. O tros ef ectos
adversos han s ido de igual naturaleza e intensidad. T odos pudieron mantener la
asistencia al colegio. El cambio transitorio de caracter o es tado de animo se ha
observado en el 15-30% de los nifios, sin casos graves. L a cifra de hem oglobina
descendio 1,6-1,4 g/dl respecto al valor basal; en el 5-23% de los casos hubo que
reducir la dosis de p eginterferén por neutropenia. Alteraciones significativas de la
funcion tiroidea fueron observadas en 5/61 nifios alemanes, precisando tratamiento
con L-tiroxina. Dos de ellos siguieron precisando hormona tiroidea a los 12 meses

de s eguimiento. H ubo un ¢ aso de diabetes m ellitus. E n el es tudio es pafol, el
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tratamiento ¢ ombinado f ue s uspendido por h ipertiroidismoen 2n ifios y las

alteraciones se resolvieron en ambos.

En c onclusion, la eficacia del tratamiento c ombinado en nifios avalasu
aplicacién. Sin embargo, debe n ser i nvestigadas mas profundamente las causas
involucradas en el desarrollo de alteraciones tiroideas y diabetes en algunos nifios
[35].

1.4.6 Factores de respuesta al tratamiento
Caracteristicas virales

e Genotipo viral: el genotipo determina la dosis y duracién del tratamiento,
siendounode | os pr incipales f actores que pr edicen| ar espuesta a |
tratamiento, c on m enor r espuesta de | gen otipo 1 f renteal osno 1. En
cuanto a la duracion del tratamiento, los genotipos 2 y 3 se trataran durante
24 semanas y el genotipo 1 durante 48 semanas. En cuanto a la dosis, el
genotipo no 1 se trata con 800 m g de R BV; mientras que en el caso del
genotipo 1 se administran dosis maximas de RBV segun peso (1.000

mg/dia < 75 kg peso y 1.200 mg/dia > 75 kg peso).

e Carga viral elevada: los pacientes c on al ta cargav iral (> 600.000 -
800.000 Ul/mL) responden peor al tratamiento, de tal manera que en
pacientes ¢ on genotipo 1 que alcanzanuna R VR podria acortarse el
tratamiento si presentan una carga viral basal baja, ya que en este grupo se
mantendrian i ntactas las posibilidades de ¢ uracion. P or otro lado, s e ha
observador ecientemente quel ospac ientec ongeno tipo 3,q ue
tradicionalmente se han considerado mas faciles de curar, si presentan una
carga v iral basal e levada ( > 8 00.000 U I/mL) obt ienen u nar espuesta

mediocre, inferior al 50% en muchos casos [36].

e Cinética viral durante el tratamiento: tanto el virus, como el s istema
inmune de |hu ésped yel t ratamientof avorecen!| aap aricién de
cuasiespecies. La aparicién de estas nuevas mutaciones se producen
mayoritariamente en la r egion hipervariable E1 y E2 del genomaviral, a

mas cantidad de cuasiespecies menor RVS [37, 38].
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e Patron de aminoéacidos en laregion sensible del interferdn: en la clinica
tiene una gran importancia el numero de mutaciones en NS5A, sobre todo
en las regiones ISDR (o regién determinante de la sensibilidad al IFN) y en
la PKRBD; a mayor numero de mutaciones en NS5A mayor tasa de RVS
[39]. Sil as ecuencia m ayoritaria de | virus esta c onservada en estas
regiones de la proteina, los pacientes serian resistentes al tratamiento con

IFN, lo que en la clinica se corresponderia con los NR.
Factores del huésped:

Edad avanzada, sexo masculino, raza, rapida evolucion a fibrosis hepatica,
obesidad, resistencia a la insulina y s indrome m etabdlico es tan relacionados con

una tasa menor en la respuesta al tratamiento.
Factores genéticos IL28B y HLA:

La IL28B o IFN-A3 es una citoquina involucrada en la respuesta antiviral. Su
funcion bioquimica exacta es aun desconocida. Fue descubierto en 2003 por
ZymoGenetics utilizando un proceso de investigacion gendémica en el que se
escanea el genoma hum ano c ompleto. En humanos, los genes de lalL-28B se

encuentran en el cromosoma 19.

Las células productoras de IFN-A son las @lulas dendriticas y macréfagos
(células presentadoras de antigenos). Existen tres tipos de INF-A: 1) INF-A1 o IL29,
2) INF-A2 o IL 28A y 3) INF-A3 o IL28B. Todos actuan a través de los receptores de
membrana IL-28Ra/IL-10R2, ac tivando lasr utas de las JAK-STATsy MAPKs
desencadenando diferentes tipos de respuesta: antiviral, antiproliferativa,

antitumoral e inmune.
Respuesta antiviral del IFN-A:

e Presentan actividad antiviral frente al VHB y VHC a través de la inhibicion

de la replicacion viral.

e EI IFN-A1 pegilado provoca menores efectos secundarios hematopogticos

que el IFN-a debido a la limitada expre®n d e receptores en las células
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hematopoyéticas: Ensayo clinico en fase | (ClinicalTrials.gov, identifier:
NCT00565539).

¢ Inducen i ncrementos es tables de ex presiondelos genes dianade |l FN

potenciando el efecto antiviral.
¢ Inducen la sobreexpresion de antigenos HLA de clase |I.

o IL28A ( IFN-A2) impide especificamente | a entradadel RNAdel VHC al

ribosoma.

e La funcién especifica del IFN-A3 es desconocida, pero in vitro tienen accion

antiviral frente al VHC, aunque es menos potente que la del IFN-a.

Recientemente c uatro es tudios i ndependientes de as ociacién del genoma
completo o GWAS han identificado varios SNPs, localizados en el cromosoma 19,
fuertemente as ociados con un incremento en la respuesta virologica s ostenida al
tratamiento antiviral en pacientes de diferente origen étnico cronicamente infectados
por VHC y G1 [40-43]. La tasa de respuesta virologica sostenida en los pacientes
que presentan el ge notipo CC del SNP rs12979860, localizado a 3 kilobases del
gen de la IL28B, es del 75-80% comparados con los no-CC (CT/TT). Ademas, se ha
comprobado que los niveles de expresion del ARN mensajero del gen IL28B (que
codifica el interferonA3) son mayores en los pacientes respondedores comparados
con los no respondedores. Por otro lado, se sabe que de los pacientes infectados
conel VHCel30% ac laranel v irus es pontaneamente. Thomas y c ols. [44]
estudiaron | a as ociacion e ntre es te po limorfismo y la cronificacién o ac laramiento
espontaneo del VHC en dos grupos de pac ientes d e diferente origen étnico con
hepatitis aguda. D e estos resultados se concluye que | os pacientes con ge notipo
CC presentan tres veces mas probabilidad de aclarar el virus que los genotipos no-

CC, en el grupo global de pacientes.

En el ultimo afo se han publicado multiples articulos donde se ha estudiado
la influencia del genotipo de | alL28B en la infeccidon aguda, enl a RVS tanto en
genotipo 1 como no 1 y en pacientes coinfectados por VIH, comprobandose que el
genotipo CC es un factor protector independiente frente al genotipo no CC [45, 46,
47, 48].
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En el Genotipo no 1 se ha demostrado que la IL28B se asocia a una mejor

respuesta en aquellos pacientes que no alcanzan RVR [46].

Nuestro grupo ha publicado recientemente el papel de la IL28B y el HLA en
la RVS con IFN-peg y RBV. El alelo HLA-DQB1 * 0301 y el genotipo IL28B son
factores que se asociaron independientemente con la RVS. Hay una sinergia entre
los alelos HLA-DQB1 * 0301 y HLA-A * 0201 con el polimorfismo rs12979860 CC, lo
que aumenta la tasa de RVS, siendo el genotipo IL28B el mejor predictor de RVS
[49].

El estudio de |os factores que condicionan |a respuesta al tratamiento es
necesario, ya que el elevado coste del mismo y los multiples efectos secundarios
serian minimizados si se pudiera predecir la probabilidad que tiene un sujeto de

responder al tratamiento.

1.5 Transmision vertical del VHC y cronificacién del VHC en el nifio

1.5.1 Epidemiologia del VHC en la gestante y en el nifio

La prevalencia del VHC en mujeres embarazadas es del 0,15% al 2,4% en
los paises desarrollados y mucho mayor en paises como Egipto, donde se estima
que es un 8,6%. La prevalencia de la infeccion por VHC en nifios varia del 0,05% al
0,36% en los estudios realizados en los Estados Unidos y Europa y es mayor en los

paises en vias de desarrollo con una estimacion entre el 1,8% y el 5%.

En los p aises des arrollados, |la TV es la principal via de transmisién d el
VHC e nni fios. E nl os Estados U nidos s e es tima que 2 40.000 nifiost ienen
anticuerpos contra el VHC, con seroprevalencias del 0,1-0,2% que aumentan hasta
el 2% en menores de edad encarcelados y hasta el 10-20% en nifios con ofras
patologias asociadas como tumores malignos, insuficiencia renal crénica (IRC)
sometidos a hemodialisis o cardiépatas intervenidos. La mayoria de las infecciones
por VHC adquiridas en el periodo perinatal son silenciosas e inician complicaciones
enla edad ad ulta, siendo subestimadas, con una predicciéon de importante carga
econdmica y de salud en la sociedad. Con la actual tasa de infeccion por VHC en

los nifos, se estima el coste en la proxima década en 26 millones de dolares en la
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deteccion, 11 7-206 millones de do lares en el s eguimiento y 56 -104 millones de
ddlares en el tratamiento. E | c oste total s e calculdé entre 199 y 3 35 millones de
ddlares [21].

15.2 Larespuestainmune del VHC durante la gestacion.

Las m ujeresi nfectadas c rénicamente por e | VHCt ienena Igunas
caracteristicas es peciales en| ah istorianat ural del ai nfeccion,as is e ha
demostrado que el indice de progresion de fibrosis es menor en las que han tenido
hijos frente a las nuliparas. También resulta inferior la progresion de la fibrosis en
las mujeres menopausicas que reciben terapia hormonal sustitutiva frente a las que
no la reciben [45]. Una ex plicacién p osible es |a proteccion que sobre el higado

ejercen los estrogenos.

Ante una infeccién viral se activa una defensa inicial inespecifica mediada
por células NK, PMN y macroéfagos, tras ello las células presentadoras de antigenos
internalizan | os v iriones por endocitosis, procesan las pr oteinasd el vi rus y
presentan pé ptidos antigénicos junto al complejo mayor de histocompatibilidad de
tipo Il (CMH clase I1). Las células T CD4+ cooperadoras reconocen los antigenos
asociados al CMH clase | | y s ecretan citocinas qu e regulan | a actividadd el a
respuesta c elular ( Th1) m ediadade!| asc élulas T C D8+ y la pr oduccién de
anticuerpos por los linfocitos B o respuesta humoral (Th2). Las células T C D8+
pueden reconocer antigenos del virus que se presentan en la superficie celular de
los he patocitosi nfectadosj untoc onm oléculas del ¢ omplejo m ayor de
histocompatibilidad de tipo | (CMH de tipo I). Las células T CD8+ pueden controlar
la replicacion viral mediante histdlisis de células infectadas, o mediante mecanismos
no citotdxicos que secretan citocinas que inactivan al virus intracelularmente ( Fig.
7).
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Figura 7. Activacion del sistema inmune tras una infeccion viral

Es conocido que si la respuesta de los linfocitos T citotdxicos (Th1) durante
la infeccion aguda porel VHC es vigorosa, aum enta |l a lisis de | os he patocitos
infectados, desciende la produccién de viriones y se reduce la probabilidad de que
la infeccion s e cronifique. Esta respuesta inmune, de tipo Th1, estda mediada en
parte por las moléculas HLA y por citoquinas como IFN-y, TNF-a e IL-2, siendo la
base del uso de interferén pegilado. También se sabe que si la respuesta Th1 es

reducida al inicio de la infeccién, se facilita la evolucion a la conicidad.

Durante la gestacion normal existe una represion de la respuesta inmune,
en es pecial de lainmunidad T h1 citotdxica, | 0 q ue provoca un predominio de la
respuesta humoral Th2 mediadaporlallL4 el L10. Este m ecanismo tiene como
objetivo pr oteger al f eto del s istemai nmunede | am adre yes tai nducido
posiblemente por el incremento de pr ogesterona y el estimulo adrenal-corticoideo.
Este nuevo escenario afecta a la evolucion de las poblaciones del VHC, de forma
que las mujeres infectadas crénicamente presentan durante el embarazo una
tendencia al a n ormalizacion de las t ransaminasas, di sminuciéon del num ero de
cuasiespecies y un incremento de la carga viral, alcanzando en el ultimo trimestre y
en el parto sus niveles maximos. En los meses siguientes al parto se restituye la

inmunidad c itotdxica, 10 q ue provoca un i ncremento en | as transaminasas y una
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disminucién de la carga viral, con tanta expresividad que en algunas mujeres los
valores de t ransaminasas recuerdan a un a he patitis aguda por VHC. Por u Itimo,
hacia el final del primer afio post-parto, estos parametros son similares a | os que
tenia la mujer antes del embarazo. En este periodo post-parto se han comunicado
casos aislados de aclaramiento espontaneo del virus hasta en un 14% de los casos.
Por este ultimo motivo algunos autores preconizan el tratamiento en este periodo en

las mujeres tratadas previamente y que fueron no respondedoras.

Un es tudio r ealizado en J apén con 2 2 em barazadas R NA V HC pos itivo,
concluyé que algunas mujeres pueden tener una resolucién espontanea de la
viremia tras el parto. También sefiald, de manera significativa, en comparaciéon con
el grupo control de no embarazadas, mayores tasas de aclaramiento viral. Ademas,
los niveles de la proteina del core del VHC a los 3 meses posteriores al parto eran
mucho mas bajos entre |os pacientes qu e tuvieron aclaramiento viral frente a | os
que t uvieron u na elevacion de la proteina del c ore V HC de f orma per sistente.
Estudios recientes han confirmado que un aumento en las células T especificas del
VHC en el tercer trimestre y en el post-parto se acompafia de una disminucién en el
ARN del VHC. Honegger et al. demostraron en nueve mujeres con infeccion crénica
que la respuesta especifica del interferéon-y aumenta cuando se produce una céda
de 1,4 log en la carga viral del ARN-VHC medido por ELISPOT [21].

1.5.3 Transmisidn vertical del VHC

Aunque la tasa de TV del VHC es baja, un 1-8% en madres no coinfectadas
por VIH y unl 20-30% en las coinfectadas, hay que tener en cuenta que el 90% de
los nifios infectados han adquirido e | virus por t ransmision v ertical. T ambién s e
conoce que en los primeros meses de vida los nifios pueden aclarar el virus y de los
que per sisten con viremias pos itivas, un 1 2% que daran c rénicamente i nfectados
[50, 51]. En un estudio publicado por nuestro grupo [50] con una muestrade 73
hijos y 63 madres anti-VHC positivas y anti-VIH negativas, se comprobd que 8 nifios
tuvieron v iremias positivas ( 11%), per os olamente uno quedd ¢ rénicamente
infectado ( 1,3%). Asi, delos nifos i nfectados, el 12,5% ( 1/8) c ronifica e | virus

mientras que el 87,5% (7/8) lo aclaran sin seroconversion. Esta baja tasa de
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cronificaciéon ha sido cuestionada, ya que algunos nifios presentan en los primeros

meses de vida viremias transitorias sin seroconversion.

Los estudios sobre la patogénesis del VHC en la TV han sido numerosos y
han obtenido resultados opuestos. Hay trabajos que han analizado el momento en
el que se produce la TV; algunos estudios demuestran que los nifios infectados con
el VHC tienen las pruebas de PCR positivas durante o poco después del parto, lo
que sugiere transmisién en el utero, por otro lado, no se ha demostrado la presencia
del VHC en el liquido amniético, lo qu e s ugiere que la transmisién puede oc urrir
directamente a través de la placenta; esto es apoyado por numerosos estudios que
no han encontrado diferencias significativas con el tipo de parto. Los informes de
casos que han obtenido resultados divergentes en gemelos m onocoriales
biamnidticos sugieren que es probable que la infeccion de la placenta sea un evento
esporadico. En los estudios de las regiones hipervariables del VHC en recién
nacidos se observé una limitada diversidad, lo que indica que es probable que la
transmision qu ede restringida a unos poc os viriones. Los factores m aternos que
tienen un papel significativo en la TV del VHC son ciertos tipos de HLA, asi como la
presencia del ARN del VHC en las células mononucleares de sangre periférica de la
madre. La pr esencia d e a nticuerpos n eutralizantes de la m adre no tiene ningun
papel en la TV. Se pueden obtener algunas conclusiones generales a partir de los
resultados de estos estudios dispares: la TV es poco frecuente y no se sabe con
certeza en qué momento ocurre y es probable que el VHC se transmita por el paso
através de la placenta de al gunos viriones c on p oca o ni nguna diversidad. La
opinién m as di fundida es que el m omento de |a t ransmision debe s er el par to,
aunque el tipo de parto o las horas de bolsa rota no parecen influir. En los dltimos
afios s ei ntentan c larificar al gunos as pectos sobre factores genét icos o

inmunolégicos como el HLA de la madre [21].

1.5.4 Factores deriesgo en latransmision del VHC
La transmision perinatal se cree que es la principal causa de transmisién de

madre a hijo, aunque la prenatal y postnatal son posibles.
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Se ha n es tudiado multiples f actores como pos ibles modificadores de | a
frecuencia de | a t ransmision v ertical del VHC: lacargaviraldelamadre en el
momento del parto (>105 copias/mL), coinfeccion por el VIH, el genotipo del VHC,
anticuerpos neutralizantes, | a modulacién de ¢ itoquinas, | a am niocentesis,
procedimientos invasivos en el p arto c omo | a m onitorizacion d e | a s angre f etal,
ruptura de m embranas prolongada y tipo d e parto. Pero | os Unicos f actores que
tienen evidencia cientifica, relacionados con mayor riesgo de TV, son la carga viral
y la coinfeccién con el VIH. En un estudio realizado por nuestro grupo, los Unicos
factores relacionados con la TV fueron la mayor carga viral y el ARN-VHC positivo
en leche materna [50]. Los resultados del grupo europeo para el estudiode la TV

[52] son parecidos y no han conseguido implicar a otros factores.
Coinfeccion por el VIH

Se ha demostrado que la coinfeccién materna por VIH se asocia con tasas
de TV de 3 a 4 veces mayor en comparacion con la madre infectadas sélo por el
VHC. Polis et al. en un meta-analisis de 10 articulos demostraron que el VIH y la
coinfeccion por el VHC aum entan | as pr obabilidades de TV enun90% . La
incidencia de la transmision vertical es aproximadamente del 5,3% en madres ARN-
VHC positivo y VIH negativas, pero puede ser del 19% en madres coinfectados por
el VIH. Incluso cuando se controla el VIH, se aumenta la probabilidad de TV del
VHC en 2,82 veces. Los estudios han demostrado una transmision del 0%, cuando
la madre es ARN-VHC negativa [21].

Ruptura prolongada de membranas

La ruptura prolongada de membranas mayor de 6 horas, el tipo de parto y el
impacto de | os pr ocedimientos obs tétricose n elp artos e han asociado
significativamente con la TV, sin em bargo hay falta de d atos. Gibb et al. en un
estudio en 4 41 parejas madre-hijo en el Reino Unido e | rlanda informaron de una
tasa de transmision del 7,7% en los bebés que nacieron por parto vaginal, un 5,9%
entre los que nacieron por una cesarea urgente y el 0% en los nacidos por cesarea
electiva. Paccagnini et al. en un estudio en 70 p arejas m adre-hijo de alto riesgo
(VIH positivo y/o con antecedentes de consumo de drogas) mostraron una tasa del
32% de la transmision vertical en los bebés nacidos por via vaginal en comparacion

con el 6% en | os que nac ieron por cesarea. Soélo habia dos bebés que er an VIH
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positivos y ambos nacieron por cesarea. Sin embargo, la mayoria de los estudios no
han encontrado ninguna asociacion entre la via del parto y una disminucién en las
tasas de transmision. El estudio de La Red Europea contra la hepatitis C pediatrica
demostré en un estudio realizado en 1.758 parejas madre-hijo que no habia
diferencia s ignificativa (P =0, 16) en la transmision v ertical ent re c esarea, p arto

vaginal o cesarea urgente [21].
Gravedad de la enfermedad del VHC materna

El papel que desempefia en la TV la actividad del VHC en la madre no se
conoce ¢ ompletamente. Dos es tudios recientes m ostraron q ue las m adres c on
infeccion de los monocitos de sangre periférica por el VHC tienen una mayor tasa
de transmisidén a sus hijos. Esto es similar a lo que ocurre en la transmisién vertical
de otros virus, por ejemplo, el VIH. También se ha obs ervado que |os niveles de
ALT persistentemente elevados en el afo anterior al embarazo o durante el
embarazo s e as ocian con m ayorest asas d et ransmision v ertical. E sto e sta
probablemente relacionado con la carga viral mas alta, que puede causar un dafo
hepatico mas extenso, y la posterior elevacion de la ALT. La elevacionde la ALT
también se asocia con ciertos genotipos del VHC que tienen més probabilidades de

ser transmitido, como el 1a o el 1b.

Un pe quefio estudio realizado que compara a 12 madres VHC positivas y
sus hijos con un grupo control de 16 madres y sus recién nacidos sanos, mostrd un
aumento en las células natural killer (NK) de la placenta de madres VHC positivas
en ¢ omparacion c on e | g rupo c ontrol. T ambién s e dem ostré que es tas c élulas
tenian una m ayor citotoxicidad en las madres VHC positivas. Esto puede ser una
explicacion de las bajas tasas de transmisién vertical, sin embargo, el aumento de
la citotoxicidad de las células NK también puede conducira un mayor riesgo de

parto prematuro en las madres VHC positivas [21].
La lactancia materna

El ARN del VHC se ha detectado enlaleche materna y el calostro. Sin
embargo, soélo existen estudios aislados que muestran algun indicio de infeccion por
el VHC en los bebés de madres con carga viral elevada en la leche y que hayan

sido alimentados con lactancia materna. La mayoria de los estudios indican que a
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pesar de que la transmision tedrica puede ser posible, la cantidad de virus enla
leche materna es muy baja y es probable que se inactive en el tracto digestivo del
recién nacido. El estudio de La R ed Europea contrala h epatitis C ped iatrica no
observd diferencia en las tasas de infeccion en bebés alimentados con férmula en
un estudio realizado en 1.758 nifios. El riesgo de transmision es mayor si la madre
tiene pezones agrietados o sangrantes. Para las madres que estan coinfectadas por
el VIH se recomienda que sigan |las directrices actuales para la prevenciéon de la
transmision de | VIH [2 1]. En el articulo publicado p or nu estro grupo [50] no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre la transmision vertical
y lactancia m aterna o artificial, aun que si r esulto significativo c uando | as madres
tenian el ARN-VHC positivo. Al analizar el ARN del VHC en la leche materna cuatro
(20%) de las 20 madres que fueron ARN del VHC positivo en suero fueron también
ARN positivo en la leche materna. Las madres con el ARN del VHC detectado en la
leche m aterna tenian mayores t itulos de A RN de | VHC aunque s in d iferencias
estadisticamente significativas. De los 8 nifios infectados en 4 se estudio el ARN de
la leche y 3 resultaron positivo. El genotipo fue el mismo en la madre, hijo y leche

materna.

De todo ello se deduce que la TV no es bien conocida porque no todas las
madres con carga viral alta transmiten el virus a sus hijos y se han descritos casos
de TV en madres con carga viral baja en ausencia de coinfeccién por VIH, lo que
sugiere que hay otros factores i mplicados que al n no se conocen. Asimismo, se
desconoce el mecanismo por el cual, la mayoria de los nifios aclaran el virus y por
qué las posibilidades de cronificacion son relativamente bajas, lo que contrasta con
la alta tasa de cronificacion en adultos (80%). Una de las posibles explicaciones de
labajatasade TV es lapequefa cantidad d e inéculo que el hijo recibiria de la
madre, |0 que ex plicaria que la carga viral en el momento del parto sea un factor
predictivo i mportante. N o obstante, es m uy posible que h aya ot ros f actores
relacionados c on | a f isiologia de | ne onato e i ncluso c on | a c omposicion de las
poblaciones virales presentes en la madre al final del embarazo. Como ya se ha
resaltado, | as upresiébnd el ai nmunidad ¢ elular dur ante | a gestacion af ecta
considerablemente en el desarrollo de la infecciéon y el inéculo que infecta al
neonato proviene precisamente de u n virus que ha evolucionado en un escenario

inmunoldgico muy particular.
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1.5.5 Perspectivas de tratamiento en el embarazo, puerperio y periodo
neonatal

El tratamiento actual del VHC es la combinacién de interferén pegilado y
ribavirina. Estos medicamentos tienen varios inconvenientes, que se incrementan
durante el em barazo y e n el periodo neo natal. Elinterferén pegilado p uede ser
problematico por sus efectos s ecundarios psiquiatricos en es tas mujeres, dada | a
alta tasa d e de presién p osparto, y p uede af ectar al f eto. Del m ismo modo, | a

ribavirina es un teratégeno conocido y no se puede utilizar durante el embarazo.

El nifio en el primer afio de vida padece una hepatitis aguda que podria ser
tratada como en el adulto con interferon durante seis meses, pero deberia hacerse
mediante ensayos clinicos. Las razones en contra del tratamiento se basan en las
bajas tasas de transmisién vertical, la alta tasa de resolucién espontanea y la falta
de sintomas.

Una pr imera es trategias erial ades eleccionarqué pacientess e
beneficiarian m as de | aterapia. LalL28B p odria s er utilizadap aratrataral as
mujeres j 6venes i nfectadas por el V HC qu et engani ntencidon d e que darse
embarazada, para resolver la infeccion antes de la concepcion. Esto podria llevarse

a cabo de inmediato ya que las pruebas IL28B estan disponibles.

Hay num erosas moléculas en di stintas fases de des arrollo que entraran a
formar parte del tratamiento del virus C y es posible que en un tiempo no lejano se
pueda us ar | a m isma es trategia s eguida parala interrupciond e la transmision
vertical d el VIH. Las es trategias i niciales s e c entraronene lusod e una gente
antiviral, en este caso, la zidovudina, para las ultimas 6 s emanas del embarazo,
como infusion durante el parto y en las primeras 6 semanas de vida de los recién
nacidos. Esta estrategia, cuando se aplicé por primera vez redujo la tasa de
transmision del VIH del 25% al 8% . Con los afos, se han a fadido otros age ntes
reduciendo la TV a tasas inferiores al 2% en los paises desarrollados. Obviamente,
la transmision vertical del VHC no tiene las consecuencias inmediatas que el VIH
causa, por lo que la necesidad de ser tan agresivo en la prevencion no es
necesaria. Sin embargo, si se aprueba el uso de de los inhibidores de la proteasa y

el inhibidor de la polimerasa en el VHC en el posparto en la mujer embarazada y se
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pudiera combinar con el tratamiento en los recién nacidos en los que se demuestre
el v irus poc o des pués del nacimiento, es to podr ia utilizarse ¢ omo es trategia
preventiva para la transmision vertical del VHC, aunque los costes asociados

tendrian que ser considerados.

Para disefiar estrategias de tratamiento mas eficaces es necesario
investigar sobre: 1) la infeccion por el VHC durante el embarazo y la lactancia, 2) la
influencia del embarazo sobre la respuesta inmune contra el VHC, 3) el impacto de
la IL28B en la TV y 4) cdmo el VHC infecta el higado del feto y asi poder realizar
una mejor seleccion de los candidatos a tratamiento asi como investigar agentes no

teratogénicos para la terapia [21].

1.5.6 Factores genéticos e inmunoldgicos

En la actualidad, los estudios genéticos e inmunoldgicos en pacientes
adultos ¢ ronicamente i nfectados por e |V HC, h an pu esto de m anifiestol a
implicacion de factores genéticos del paciente relacionado con el aclaramiento viral
espontaneo y c on m ayor probabilidad de r espuesta al tratamiento. E | p apel de
dichos factores enla TV del VHC es desconocido en la actualidad, puesto que la
carga viral y la coinfeccién por VIH no aclara todos los casos de TV. Es importante
conocer si el estudio de los antigenos leucocitarios humanos (HLA) y el gen de la
IL28B d esempefian algun papel en laTVdel VHC yenelcursoclinico dela

infeccién en los nifios.
HLA vy transmision vertical

Los factores inmunogenéticos, como el HLA, debido a su papel en la
respuesta inmune adaptativa, han sido estudiados a mpliamente en | a transmision
perinatal de d iferentes virus, como el VIH, sin embargo, s olamente existen cuatro
trabajos que aborden este grupo de genes con la TV del VHC. Azzari y cols. [53]
exclusivamente es tudian genes H LAc lasel ( A*,B* yC *),n o encontrando
diferencias s ignificativas en | a ¢ oncordancia m adre-hijo de d ichos al elos. S in
embargo, otros tres estudios [54-56] si encuentran asociacion entre los genes HLA
clase Il (HLA-DRB1*) y la TV del VHC. Bosi y cols. [54] estudian la coinfeccién por

VIH y el tipo de lactancia, y Bevilacqua y cols. [56] también estudian el papel que
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desempefia el genotipo viral y los polimorfismos de MBL2 y diversas citoquinas. De
los r esultados q ue s e o btienen de estos t rabajos, ¢ abe des tacar que s i ex iste
concordancia en det erminados alelos del HLA (concretamente en D RB1*) entre |la
madre y el hijo es mayor la probabilidad de transmision del VHC. Para este hecho,

caben dos hipétesis:

1) Cuando las células mononucleares (CMN) de la madre estan infectadas
porel VHC ypasan al hijo, pue den ex presar € n s u s uperficie moléculas H LA
diferentes a las del nifio; la consecuencia es que el sistema inmune de éste tienda a
eliminarlas, con la consecuente destruccién viral. En cambio, cuando hay
concordancia del HLA, estas células viven mas tiempo en el hijo, favoreciendo la
infeccion; esto queda sustentado c on los resultados de Azzari y cols. [53]y
Billington y cols. [57], los cuales afirman que, por un lado, la infeccion de CMN
maternas se asocia con la TV del VHC, y que las células maternas sobreviven mas
tiempoens udes cendenciac uando ambos pr esentani dénticos H LA en
determinados alelos.

2) La pr esion selectiva ejercida por la respuesta inmune materna frente al
virus (re spuesta d e células T mediadas por HLA) genera una s erie d e v ariantes
virales, c uasiespecies, c apaces de es capar de es tarespuestainmune yde ser
transmitidas a | os hijos, por ello, los hijos con HLA concordante con su madre al
tener cuasiespecies seleccionadas capaces de escapar al sistema inmune tendrian

mayor riesgo de infectarse.
IL28B

Hasta el momento no s e ha p ublicado ningun trabajo donde se analice la
influencia del ge notipode 1alL28B en laTV del VHC ni s u as ociaciéon con el
aclaramiento es pontaneo o ¢ ronificaciéon d el VHC enn ifios, como oc urre en

pacientes adultos.
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2 Hipotesis y objetivos
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2.1 Hipotesis

Debido a que no estan claramente definidas las siguientes cuestiones:

e Lainteresante relacion entre gestacion y e volucién de | a infeccion
cronica por VHC durante la gestacion y puerperio, junto con el hecho
de que durante este periodo, la respuesta inmune Th1 se encuentra

reprimida y puede afectar al curso de la enfermedad.

e Los factores de riesgo asociados a transmision vertical del VHC vy el
mayor aclaramiento viral es pontaneo en nifios con r especto a | os
adultos, no esta bien definido. No se c onoce con claridad la
influencia de | os f actores c lasicos ( factores virales, obstétricos,
lactencia, entre otros) y practicamente nada de | os factores inmuno-
genéticos de | am adre y del hijo ( genotipo C C del pol imorfismo
rs12979860 de la IL28B).

Nos planteamos la siguiente hipétesis de trabajo:

“La evolucién de la infeccion cronica por VHC se ve influenciada por la
gestacion y puerperio y esto puede afectar a la transmision vertical del VHC.
La tasa de transmision materno-filial del VHC asi como su cronificacion esta
afectada por factores virales y por el perfil inmuno-genético de la madre y
del hijo”

2.2  Objetivos.

Para verificar |a hipotesis anterior he mos realizado el trabajo que en

esta Tesis se presenta y que resumimos enunciando sus objetivos:
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Analizar la evolucion de la enfermedad viral durante la gestacion y
puerperio en un modelo natural de represion y restitucién de | a
respuesta inmune, asi como su potencial relacion con la

transmision vertical del VHC.

Analizar | osf actoresder iesgoc lasicos implicadosen| a

transmision vertical y en la cronificacion del VHC en el hijo.

Estudiar la influencia del perfil inmuno-genético (IL28B) de la

madre y/o hijo en la transmisién vertical del VHC.

Estudiar la influencia del perfil inmuno-genético (IL28B) en Ia
evolucion de la infeccion del VHC en nifios ARN-VHC(+).

Estudiar |a as ociacion e xistente entre | os factores genéticosy e |
aclaramiento v iral es pontaneoenm adres Ac-VHC(+)/ARN-
VHC(+), utilizando como grupo control las madres Ac-VHCARN-
VHC(-).



3 Material y métodos
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3.2 Disefio del estudio:
Estudio r etrospectivo de uns eguimiento pr ospectivo en em barazadas

infectadas por el VHC y sus hijos.

3.3 Ambito de estudio:
Hospital Universitario "San Cecilio" de Granada.

3.4 Sujetos de estudio:

Mujeres ELISA Ac-VHC(+) que fueron atendidas en la gestacion y/o el parto
y posteriormente seguidas junto a sus hijos en la consulta de hepatologia infantil del
Hospital Universitario San Cecilio desde S eptiembre de 1 992 hasta D iciembre de
20089.

3.4.1 Criterios de inclusién:
e Mujeres ELISA Ac-VHC(+) y sus hijos

3.4.2 Criterios de exclusion:
e Pérdida del seguimiento del hijo

e Se excluyen los nifios con factores de riesgo de infeccién diferentes al de la
transmision v ertical ( transfundidos ¢ on h emoderivados o ¢ irugia, en tre

otros).
e Parael estudio de la IL28B se excluyeron también:

e Madres e hijos de los que no se disponia de muestras de CMN y suero a

menos 80°C.
e Coinfeccién con VIH.
Pacientes

De una cohorte histérica compuesta por 145 mujeres (Tabla 1); 100 (Ac-
VHC(+) y ARN-VHC(+), 12 (Ac-VHC(+), ARN-VHC(+) y VIH(+) que fueron excluidas
del estudio, aunque se analiza como influye enla TV y 45 mujeres (Ac-VHC(+) y
ARN-VHC(-). Nacieron 185 hijos (31 mujeres tuvieron mas de 1 hi jo: 2 casos de
gemelos, 4 ¢ asos de m ellizos, 2 m ujeres con 3 h ijos en partos s ucesivos y 23

mujeres con 2 hijos en partos sucesivos).
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A) Capitulo 1. De la cohorte general se incluyeron 122 mujeres gestantes
que tenian un s eguimiento clinico y an alitico c ompleto. 89 madres fueron VHC-
RNA+vo y 33 VHC-RNA-vo/VHC antiVHC+vo. Se analizaron los niveles séricos de
ALT y carga viral durante intervalos regulares en el embarazo,enelparto y se

finalizd un afio después de la gestacion.

B) Para el estudio de la IL28B (Tabla 1) después de la revision realizada en
los protocolos de seguimiento, y tras aplicar los criterios de inclusién y exclusién, se
incluyeron dos grupos de madres: 76 ARN-VHC (+) con sus 100 hijos y 29 ARN-
VHC negativas y sus 34 hijos, todas fueron ELISA (+), RIBA (+) y VIH (-)

62



Table 2: Infant Outcomes According to Maternal HCV Status

145 Mothers with 179 deliveries and 185 children
[108 mothers with 1 child, 28 mothers had 2 children
3 with 3 child and 6 mothers had twins]

/\

112 HCV-RNA+vo Mothers 33 Anti-HCV +vo/HCV-RNA-vo Mothers

100 Mothers HCV-RNA+vo/HIV-vo

12 Mothers HCV-RNA+vo/HIV+vo
89% (100/112) " 11% (12/112) 43 Children
128 Children N 14 Children i

J J 43 Children HCV-RNA-vo
100%
26 Children HCV-RNA+vo \ 6 Children HCV-RNA+vo |
HCV-VT | 43% (6/14) |
20% (26/128) {

/\ , 4cChildren with HCV ;

| Chronification :
9 Children with 17 Children with

29% (4/14) ’,‘
HCV Chronification ~ transient viremia
7% (9/128) 13% (17/128) ‘\' Patient with
3 ablood sample stored

Patient with a 1
blood s ample s tored 1
/ i

e M

76 HCV-RNA+vo Mothers with 98 deliveries 29 Anti-HCV +vo/HCV-RNA-vo

Mothers with 32 deliveries
1

w N
100 Children 34 Children
Viael ha v
22 Children HCV-RNA+vo 78 Children HCV-RNA-vo 34 Children HCV-RNA-vo
HCV-VT 78% (78/100) 100%
22% (22/100)
L TS

8 Children with HCV 14 Children with
Chronification

transient viremia
8% (8/100)

14% (14/100)

El seguimiento de los nifios se realizo cada 2 m eses el primer afio, cada
seis m eses el segundo afo y anual hastalos s eis anos . E nlas r evisiones se
analizaron las transaminasas ALT, AST y CGT vy la Carga viral del VHC.
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Al a hora der ealizar e | ana lisis es tadistico, s e consider6 que habia
transmision vertical cuando el nifio presenté en algin momento del seguimiento un
ARN-VHC(+), ¢ onfirmado en una nuevam uestra realizandou na segunda
determinaciéon para m inimizar | os f alsos pos itivos, e n es ta s egunda m uestras e

realiz6 el genotipo viral.
Los grupos de estudio en los nifios fueron:

1. Infeccién con viremia transitoria, definida por nifios que presentaron
ARN-VHC positivo confirmado en una segunda determinacién pero que durante el

seguimiento fueron ARN-VHC negativos y no presentaron seroconversion

2. Infeccién cronica o p ersistente, definida p or los nifios qu e presentaron
ARN-VHC ( +)de f orma per manente ys eroconversiéon ¢ on ant icuerpos V HC

detectables, después de los 18 meses de vida

3. No infectados, cuando el ARN-VHC fue persistentemente negativo y los

niflos perdieron los anti-VHC pasivos recibidos de la madre.

3.5 Variables de estudio:
Capitulo 1

Variable resultado:

ALT en la madre en los distintos periodos, gestacion parto y puerperio

Capitulo 1y 2

- Variable resultado:

1. Transmision del VHC (Madre positiva-Hijo positivo) vs. no-transmision del
VHC (Madre positiva-Hijo negativo),

2. Enelcasodenifios con ARN positivo: nifios con infeccion croénica vs.
Nifios con aclaramiento viral.

- Variables independientes:

1. Polimorfismos IL28B (rs12979860 genotipo CC vs. genotipo no-CC)
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2. Carga viral en suero de la madre en el parto (>600000Ul/ml vs. <600000Ul/ml)

- Variables independientes:

3. Polimorfismos IL28B (rs12979860 genotipo CC vs. genotipo no-CC)

4. Carga viral en suero de la madre en el parto (>600000Ul/ml vs. <600000UI/ml)
5. Presenciade ARN-VHC enC MN en lam adre ( Presencia A RN-VHC v s.
Ausencia de A RN-VHC) y, en caso de pos itividad, carga viral (>600000U1/ml
vs. <600000UI/ml)

Genotipo viral de la madre (genotipo 1 vs. genotipo no-1)

Tipo de parto (espontaneo, inducido, instrumental y cesarea)

Coinfeccion VIH (VIH(+) vs. VIH(-))

Tipo de lactancia (materna vs. artificial) y duracién de la misma (variable

© © N o

continua)
10.Presencia de ARN-VHC (+) en la leche materna (ARN-VHC(+) vs. ARN-VHC(-))
y, en caso de positividad, carga viral (>600000UI/ml vs. <600000Ul/ml)

11.Horas de bolsa rota (variable continua)

3.6 Recogiday andlisis de datos:

Los datos de interés para este estudio se recogieron de los protocolos de
seguimiento de las mujeres VHC positivas y sus hijos, siendo incluidas en una base
de da tos andénima, utilizada ex clusivamente par a el an alisis es tadistico d e este
estudio. En esta base de dat os se incluyeron posteriormente los datos de: 1) los
polimorfismos genéticos de la IL28B; 2) las cargas virales 3) y ge notipo viral. Se
dispone de una amplia seroteca en la que se congelaron a -80°C los sueros y CMN
procedentes de madres e hijos. En cuanto a los hijos de las madres ARN-VHC(+),
se les recogi6 suero y CMN cada 2 meses durante el primer afio de vida, a los 18

meses, 2 afnos y anualmente hasta los seis anos.

3.7 Métodos

Tanto la carga viral como la determinacién del VHC-RNA y el genotipo viral
se hanrealizado en el laboratorio de Microbiologia del Hospital U niversitario San
Cecilio de Granada. Asi mismo, la bioquimica y el hemograma se realizarén en el

laboratorio de Hematologia de este Hospital.
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Obtencion de los sueros:

Lam uestrade s angre c ompletas e ad icionba unt ubode vidrio de
Bioquimica (BD Vacutainer Ref 364915). Se incubd a 37 °C durante 1 h, hasta
que la sangre estuvo bien coagulada. Posteriormente se centrifugaron las
muestras a4000r pmdurante 15mina4° C yconunap ipeta Pasteurse

recogio el sobrenadante (suero) y se almacené a -80 °C hasta su utilizacion.

Obtencion de células mononucleares de sangre periférica:

La extraccion de CMSP se realizé en gradiente de Ficoll Hypaque (Sigma-
Aldrich, Histopaque-1077, Germany). Sobre 3 ml de Histopaque se afadieron 3
ml de sangre heparinizada y se sometieron a centrifugacién (400 x g durante
30 min a 20 °C) y se separo el anillo de células mononucleares con una pipeta
Pasteur. Las c élulass e lavaronc on P BS ( NaCl 0,14 M; K CI0, 003 M;
Na2HPO4 0,008 M; KH2PO4 0,0015 M; pH 7,4) y s e centrifugaron (400 xg
durante 10 min a 20 °C) para obtener el sedimento celular que fue diluido en
medio de congelacién isoténico (8 ml de medio de cultivo RPMI, 1 ml de suero

fetal bovino 1 ml de DMSQ) almacenado a -80°C hasta su utilizacion.

La determinacion del genotipo viral:

El Genotipo viral se determino tanto en las madres como en los nifios y se
realiz6 mediante hibridacién inversa (Inno-LIPA 1l HCV; Innogenetics, SA,
Ghent, Belgium).

La determinacién cuantitativa de la carga viral del VHC en suero:
Esta se analiz6 mediante COBAS TagMan HCV Test (Roche Diagnostics).

Obtencion ADN:

La obtencién del ADN gendmico se realizé d e las células m ononucleares
almacenadas a -80°C de las madres y de los nifios. Para su obtencioén se utilizé
un Kit de ex traccion y se siguieron |as recomendaciones del fabricante (High
Pure PCR Template Preparation Kit, Roche, Germany). 200 ul de la disoluciéon
de c élulas m ononucleares f ue mezclado c on 20 0 u | de B inding B uffer c on

proteinasa K y se incub6 10 min a 70°C. A continuacién se afiadieron 100 ul de



isopropanol y se de positd la muestra sobre las columnas de ex traccién. Tras
centrifugar durante 1 min a 8.000 x g, se procedi6 a lavar el ADN inmovilizado
en la cubeta con 500 ul de Wash Buffer. Finalmente se eluyo el ADN utilizando
200 p 1 de Elution B uffera 70°C y centrifugando a 8 .000 x g durante 1 min.
Estas m uestras f ueron almacenadas a -80°C ha stael m omentodes u

utilizacion.

. Genotipado de la IL28B (SNP-Rs12979860):

Utilizando como molde el DNA gendmico extraido, se identificé la incidencia
de los utilizando el ensayo TagMan S NP genotyping ( Applied Biosystem) Se
determiné el polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) Rs12979860 por medio
de un ens ayo de d iscriminacién al élica ut ilizando s ondas T agman ( Custom
Assay Service, R ef.AHI050J) y u tilizando c omo molde e ID NA gendmico
extraido de | as células mononucleares de las madres y de los nifios. Los tres
polimorfismos descritos para este SNP son los siguientes CC,CT yTT. Los
oligonucleétidos  cebadores  utilizados fueron: Oligo sentido 5'-
GCCTGTCGTGTACTGAACCA-3' y el antisentido 5’ -
GCGCGGAGTGCAATTCAAC-3'. L as s ecuencias de lass ondas T agman
fueron: a) para la deteccion del polimorfismo C la sonda marcada con el
fluorocromo V IC 5" -TGGTTCGCGCCTTC-3' yb) parael polimorfismo T,la
sonda 5 -CTGGTTCACGCCTTC-3 etiquetada c on e | f luorocromo F AM. L as
reacciones d e am plificacién por P CR f ueron r ealizadas de ac uerdo con | as
instrucciones del fabricante en un equipo Applied Biosystems 7500 Fast Real-
Time P CR S ystem, c on unv olumen f inal de 4u 1, s iguiendo e | s iguiente
protocolo t érmico: pr eincubaciéon a 5 0°C dur ante 2 min, i ncubacion a 95°C
durante 10 min seguidos de 40 ciclos formados por dos etapas, la primera de
desnaturalizacion a 95°C durante 15s y la segunda de hibridacion-elongacion a
60°C, 1min.Lai ntensidadd e f luorescencias e ana liz6a tiempo f inal
(transcurridos los 40 ciclos), y la determinacién de los polimorfismos se realizé
automaticamente mediante la utilizacion del software de discriminacion alélica
SDS 2.2.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).
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3.8 Estudio estadistico
Para cubrir los objetivos del estudio se llevé a cabo un analisis estadistico

consistente en:

1. Estadistica des criptiva: Lo s r esultados de | as v ariables c ualitativas s eran
expresados en porcentajes y las variables cuantitativas se expresaran como

medias * desviacion tipica.

2. Analisis bi variante: D ebidoaqu el as variables depen dientess on
cualitativas, s e aplicara el test es tadistico Chi® o el test exacto de Fisher
unilateral (variable independiente cualitativa) y el analisis de Regresién
Logistica calculando la odds ratio (OR) y su correspondiente intervalo de

confianza (IC 95%) (variable independiante cuantitativa o cualitativa).

3. Analisis m ultivariante: T odas las variables prondsticas od e riesgo de
transmision del VHC y/o cronificacién del VHC en nifios, incluidos los
factores genét icos, s e i ncluiran en un analisis m ultivariante m ediante

regresion logistica, tomandose como medida de asociacion la OR (IC 95%).

Se c onsiderara s ignificacion es tadistica valores de p<0.05. Entodos|os

casos se empleara el paquete SPSS 15.0.

3.9 Consentimiento informado de los pacientes

En los s ueros que datan de fechas mas r ecientes, tenemos recogido el
consentimiento i nformadode |l as p acientes, s in embargo, enun ape quefia
proporcion de muestras de suero que datan de fechas antiguas, no se cuenta con
consentimiento informado de los pacientes. De hecho, segin la nueva ley de
Investigaciones Biosanitarias, aquellos estudios con muestras biolégicas obtenidas
con cualquier finalidad con anterioridad a | a entrada en vigor de esta Ley, con el
propésito de no entorpecer su uso para la investigacion, velando al mismo tiempo
por los intereses de los sujetos fuente de aquéllas, quedan exentos del
consentimiento informado exigiéndose el dictamen favorable del Comité de Etica de
la Investigacion correspondiente. Asi, segun el Titulo V, Capitulo 1ll, Articulo 58 de
la Le y 14 /2007 de | nvestigaciones bi omédicas: 1. La obt encion de m uestras

biolégicas ¢ on f ines de investigacién bi omédica podr & r ealizarse U nicamente
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cuando se haya obtenido previamente el consentimiento escrito del sujeto fuente y
previa informacién de las consecuencias y los riesgos que pueda suponer tal
obtencion para su salud. Dicho consentimiento sera revocable; 2. El consentimiento
del sujeto fuente sera siempre necesario cuando se pretendan utilizar con fines de
investigacion b iomédica m uestras bi olégicas qu e h ayan s ido obtenidas c on una
finalidad distinta, se proceda o no a su anonimizacién. No obstante lo anterior, de
forma excepcional podran tratarse muestras codificadas o identificadas con fines de
investigacion biomédica sin el consentimiento del sujeto fuente, cuando la obtencion
de dicho consentimiento no sea posible o represente un esfuerzo no razonable en el
sentido del articulo 3 de esta Ley. En estos casos se exigira el dictamen favorable

del Comité de Etica de la Investigacion correspondiente.

La aprobacion previa para el estudio fue obtenida del Comite de E tica del

Hospital Universitario San Cecilio de Granada.
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4 Resultados

71



72



Capitulo 1

Comportamiento de las transaminasas en gestante con HCC
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Comportamiento de las transaminasas en mujeres con anticuerpos positivos
del virus de la hepatitis C, durante la gestacién, parto y puerperio. De las 122
mujeres anti-VHC+vas, 89 fueron ARN-VHC positivas y 33 negativas. En la figura 8
se observa el comportamiento de la transaminasa (ALT) en los distintos periodos de
estudio. Las gestantes con ARN-VHC+vas tienen un comportamiento parecido a las
ARN-VHC-vas durante la gestacion y el parto pero entre los 3 y 6 meses postparto
el 6 6% de las m ujeres ARN-VHC+vas, presentan unaum entod e A LT que

solamente esta presente en un 6% de las mujeres ARN-VHC-vas (P<0.001).

120m *

HCV-RNA#+ve women
HCV-RNA-ve women

90

M=8%

= 59/89 (66%)

with high ALT (>40 U/L)

Serum ALT levels (U/L)

N=33

* == 2/33(6%)

with high ALT (>40U/L}

*P<0.001 ALT HCV-RNA+ve vs. HCV-ve
**P<0.01 Delivery vs. Post-delivery

Figura 8. Transaminasas en gestantes anti-VHC positivas

Comportamiento de las transaminasas en mujeres con infeccién crénica por
el virus de la hepatitis C (HCC), durante la gestacién, parto y puerperio. Como
hemos c omentado en el parrafo ant erior, n o t odas | as m ujeres A RN-VHC+vas
tienen e | m ismo c omportamiento en ¢ uanto a los niveles s éricosde A LT.Enla
figura 9 se representan las madres ARN-VHC+vas en funcién de si presentan o no
cambios en s us niveles de ALT en el puerperio. Asi, en e | 66 % (59/89) de e stas
madres se observé un aumento de ALT (niveles superiores a 40 U/L) entre los 3 y 6

meses tras el parto. A estas madres las hemos clasificado como “madres tipo A”.
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Por otro lado, un 34% (30/89) de las madres ARN-VHC+vas, no presentaron
variacionesens usni veless éricosde A LT (<40U /L), aes tas madres las

denominamos “madres tipo B”.

@
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¥

== Type A Mothers (Mothers with ALT peak)

- Type B Mothers (Mothers without ALT
peak)

)
3

59/89 (66%) mothers
@ with high ALT (>40U/L)

@0
i

Serum ALT levels (U/L)

30/89 (34%) mothers
304 —— e e e W low ALT (<40U/L)

ety ey erd
pred® o S\DE\N o ‘_ge\\"
S
o o
5 AL

*P<0.001 ALT Type A vs. Type B mothars
**P20.001, 3-6m. Post-deliveryvs. Delivery and 7-12m. Post-delivery

Figura 9. ALT durante la gestacion y puerperio en mujeres con hepatitis crénica C

A continuacion se analizaron las diferentes caracteristicas clinicas de estas
mujeres par a tratar de i dentificar 1os pos ibles factores i mplicados en es te distinto
comportamiento de la ALT (tabla 2). Las madres tipo A tuvieron un aumento medio
en sus valores de ALT de 100 U/L frente a 2 U/L de las tipo B. Ademas, el 79% de
las madres con carga viral en el parto (>600.000 Ul/mL) son tipo A frente al 21% de
las tipo B (P=0.01). Asimismo, las m adres tipo A mostraron un des censo ensu
carga viral (CV en el parto-CV en e | puerperio) de 2. 4x10° Ul/mL frente a 11x 10°
Ul/mLdel as madrest ipoB ( P=0.031). N os eobs ervén ingunad iferencia
significativa entre ambos tipos de madres con respecto a la edad, la epidemiologia,

el polimorfismo de IL28B y el genotipo viral.

Evolucién de la ALT y la carga viral en las madres tipo A. En la figura 10 se
observa que las madres tipo A presentan un incremento e n sus niveles de ALT
entre los 3 y 6 meses tras el parto y esto coincidié temporalmente con un descenso

estadisticamente s ignificativo en s u c arga v iral. Ademas, ex iste u na c orrelacién
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estadisticamente s ignificativa e ntre am boss ucesos ( figura 11, P <0.001).
Finalmente, si separamos las madres tipo A en funcién de su niveles de ARN-VHC
en madres con alta carga viral en el parto (>600.000 UIl/mL) y madres con baja
carga viral en el parto (<600.000 Ul/mL), se observa que independientemente de la
carga viral que se presente en el parto, las madres tipo A muestran un descenso
estadisticamente significativo e n sus valores de ARN-VHC entrelos 3 y 6 meses
post-parto (figura 12).

=o= HCV viral loud
=a: ALT levels

5.0%106m * =150
4.0x10°%
k100

3.0x10°

2.0x10°6

Serum HCV-RNA levels (IU/mL)
(UN) s1eA8| LV wnies

1.0x106

*P<0.001, 3-6m. Post-delivery vs. Delivery and 7-12m. Post-delivery

Figura 10. Evolucion temporal de ALT y carga viral en madres ARN-VHC+vas tipo A
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Tabla 2. Caracteristicas clinicopatolégicas de las mujeres con hepatitis cronica C

Mothers categorized in accordance Type A Mothers Type B Mothers P-Value
with ALT (n=89) n=59 (66%) n=30 (34%)
Age’ 29+0.7 30+0.9 ns
Viral Genotype Geno. 1 41 (67) 20 (33) ns
Geno. non-1 13 (65) 7 (35)
Mother’s Delivery Viral Load (IU/mL)
<600,000 20 (50) 20 (50) 0.01
>600,000 37 (79) 10 (21)
Difference Between Delivery and post-  2.4x10° +6x10°  1.1x10° + 6x10° 0.031
child-birth Viral Load"
Difference Between post-child-birth 100 + 11 2+2 0.001
and Delivery ALT Levels® (U/L)
IL28B genotype CC 14 (74) 5 (26) ns
No-CC 39 (66) 20 (34)
Vertical Transmission Yes 12 (80) 3(20) ns
Non 47 (63) 27 (37)
Gestational Age' ( Weeks) 38.84+0.3 38.80+0.4 ns
Type of birth Caesarean 15 (48) 16 (52) ns
Non-Caesarean 32 (56) 25 (44)
Breast-feed Infants Yes 37 (63) 22 (37) ns
No 16 (76) 5 (24)
Breast-feeding days® 50+8 60 + 15 ns
Child Weight (g)* 3216 + 68 3025 + 105 ns
Epidemiology Parenteral 39 (63) 23 (37) ns
No-Parenteral 17 (81) 4 (19)

1Mean * the standard error of the mean (SEM)
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Figura 11. Correlacion entre las diferencias parto vs. post-parto en ALT y carga viral

en madres ARN-VHC+vas tipo A
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Figura 12. Carga viral en madres ARN-VHC+vas tipo A categorizadas como carga

viral alta o baja en el parto
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Evolucién de la ALT y la carga viral en las madres tipo B. Por el contrario, las
madres tipo B no presentaron variacion estadisticamente significativa en su carga
viral (figura 13) y por lo tanto no existe en ellas ninguna correlacién entre variacién
en ALT y carga viral (Figura 14). Finalmente, si separamos las madres tipo B en
funciéon de su niveles de ARN-VHC, en m adres con alta carga viralen el p arto
(>600.000 Ul/mL) y madres con baja carga viral en el parto (<600.000 Ul/mL), se
observa que independientemente de la carga viral que se presente en el parto, las
madres tipo B no m uestran variacion estadisticamente significativa en sus valores

de ARN-VHC durante la gestacion, parto y puerperio (figura 15).
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Figura 13. Evolucion temporal de ALT y carga viral en madres ARN-VHC+vas tipo B
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Figura 14. Correlacion entre las diferencias parto vs. post-parto en ALT y carga viral
en madres ARN-VHC+vas tipo B
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Figura 15. Carga viral en madres ARN-VHC+vas tipo B categorizadas como carga

viral alta o baja en el parto
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Relacion entre transmision vertical, evolucién de la ALT y carga viral en el

parto.

A) Carga viral y transmisién vertical: Siclasificamos al as madres en
funciéon de los valores de su carga viral en el parto en carga viral alta (>600.000
Ul/mL) y carga viral baja (<600.000 Ul/mL), se observaque el 86% de los nifos
infectados (19/22) s on hijos de m adres con alta carga viral (P=0.02). El analisis
multivariante m uestraqu el aa ltac argav irale nel p artoes u na variable
independientemente as ociada con transmision v ertical (OR: 7. 3; 1C95%: 1.8-29.4;
P=0.005).

B) Aumento de los niveles de ALT en el puerperio y transmision
vertical: En cuanto a la relacién entre el tipo de madre A o B y transmision vertical,
se observa una tendencia estadisticamente no significativa en la que el 80% de los
nifos infectados verticalmente proceden de madres tipo A (Tabla 2, p>0.05).

C) Si se tienen en cuenta ambos criterios se observé que las madres tipo
B con carga viral baja presentaban la tasa de transmisién vertical mas baja (5%) en
relacion al resto de madres (Figura 16). Asi, las madres con alta carga viral
presentaront asas de transmisidonv ertical similares (en torno al 20%)
independientemente de sisontipo A 0B y las madres tipo A y carga viral baja,
mostraron unat asa det ransmision s emejante ( 20%), s ugiriendoqu el as
fluctuaciones en | os nivelesde |l a ALT ol os m otivos que | a pr oducen ( sistema

inmune) pueden tener alguna relacién con la transmisién vertical.
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Figura 16. Transmision vertical en funcién de la carga viral en el parto y del tipo de

madre segun niveles de ALT

Aclaramiento espontaneo del virus de la hepatitis C tras el embarazo. Por lo
general, las madres tipo A, presentaron una reduccion en s u carga viral entre |os
tres as eis meses tras el parto, hecho que no se observé en las madres tipo B
(figuras 12 y 13). E n nue stra p oblacion de estudio (89 m adres ARN-VHC+vo), 4
madres presentaron aclaramiento viral espontaneo tras el embarazo (4,4%, tabla 3).
Tres de las cuatro presentaban una carga viral baja (<600.000 Ul/mL) y genotipo de
la IL-28B no TT (dos CC y una CT).

Tabla 3. Caracteristicas de las mujeres que aclaran el VHC postparto

Genotype Viral Load Type Mothers Vertical

Mother fhye) e 11288 Mother Gestational Age  Type of birth wranumicdion  EPidemiology  Infant Chronic Relapser

1 33 1 <600,000 B cc 39 Non-Caesarean No Drugs No No
2 28 1 <600,000 B c 40 Non-Caesarean Yes Sporadic No No
3 35 1 <600,000 A cr a1 Caesarean No Transfusion No Yes

4 32 3 >600,000 A ™ a1 Non-Caesarean No Drugs No No
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During pregnancy, the Th1 immune response is repressed and it affects to the HCV
evolution. S everal works have described transaminase level normalization and
increase of viral load during gestation, with restitution of original transaminase and
viral load levels one year after pregnancy although it does not have been clearly
established. The aim of this study was to determine the disease evolution during the
pregnancy, delivery and puerperium as a natural model of immune repression and
restitution as well as its potential relation with vertical transmission (VT). Between
1991 and 2009, 145 mothers were recruited to this study, out of which, 100 were
HCV-RNA+ve/HIV-ve, with 128 ¢  hildren, and 33w ereH CV-RNA-ve/HCV
antibody+ve, with 43 children. The mothers were tested during pregnancy, delivery
and p ost-delivery at regular intervals until 1 year af ter t he c hildbirth. T he i nfants
were tested for HCV-RNA at birth and at regular intervals until the age of 6 years. In
the infants the IL28B (rs12979860) and in the mothers, the IL28B, the serum
transaminases (ALT, AST and GGT) and HCV-RNA were determined. No
differences in ALT levels were observed during pregnancy (29.4 vs 17.5 Ul/mL), and
delivery (38.5vs 23 U I/mL). B etween H CV-RNA+ve a nd H CV-RNA-ve m others,
however, significant differences in ALT levels were observed during the four months
after childbirth (98.3 vs 34.5 Ul/mL respectively, p<0.001). 67% of the HCV-RNA+ve
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mothers showed an increase in ALT levels with respect to the delivery and this event
was coextensive with a decrease in serum HCV-RNA with respect to the delivery
levels (HCV-RNA was decreased in 2.4x106 Ul/mL vs 1.1x104 Ul/mL in the mothers
without alteration in ALT, p<0.01). The HCV-RNA+ve mothers were categorized as:
(A) Mothers with a decrease in serum HCV-RNA levels between delivery and
puerperium (0.5 logarithms), and (B) mothers without decrease. The type A mothers
(53%), had higher HCV-RNA levels in the delivery than type B (4.1 x106 vs 9.4x105;
p=0.003) and in the post-childbirth had higher ALT values (133 vs 63 Ul/mL,
p=0.001) and AST (76 vs 36 Ul/mL, p=0.017). 20% of the infants born of the HCV-
RNA+ve m others ac quired H CV i nfection, butonly 7 % w ere c hronically i nfected.
75% of pos itive infants were born of t ype A m others w hereas only the 25% of
positive children were born of B category mothers (p<0.05). None differences were
observed between these groups in regard to GGT levels, viral genotype, age and
IL28B (mother and children). Conclusions: The mothers with a decrease in serum
HCV-RNA levels between delivery and puerperium exhibited more probability of VT.

This decrease was coextensive with an increase in ALT/AST levels.
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2.- Congreso de la Asociacion Espafola para el Estudio del Higado (AEEH),
Madrid, febrero de 2012. (Aceptado)

EVOLUCION DE LA ALT Y DE LA CARGA VIRAL DURANTE LA GESTACION,
PARTO Y PUERPERIO EN GESTANTES INFECTADAS CRONICAMENTE POR
EL VIRUS DE LA HEPATITIS C (VHC) Y SU RELACION CON TRANSMISION
VERTICAL

Introduccioén: La evolucion de la infeccion crénica por VHC durante la gestacion y
puerperio no esta claramente definida. En este periodo, la respuesta inmune Th1 se
encuentra reprimida y puede afectar al curso de la enfermedad.

Objetivos: Determinar la evolucién de la enfermedad viral durante la gestacion y
puerperio en un modelo natural de represion y restitucién de la respuesta inmune,
asi como su potencial relacién con la transmision vertical del VHC.

Pacientes y Métodos: Se reclutaron 122 madres gestantes seguidas en el Hospital
Universitario San C ecilio entre | os afios 1991 y 20 09. 89 madres fueron VHC-
RNA+vo y 33 VHC-RNA-vo/VHC antiVHC+vo. Se analizaron los niveles séricos de
ALT y carga viral durante intervalos regulares en el embarazo,enelparto y se
finalizé un afio después d e | a gestacion. En | os r ecién nacidos s e midieron | os
niveles séricos de VHC-RNA a intervalos regulares desde el nacimiento hasta los 6
afos de edad. A los nifios positivos se les determiné el genotipo viral. Se asumié
transmision v ertical cuando los nifios presentaron VHC-RNA+vo en dos m uestras
de sangre consecutivas. Finalmente, se determiné el polimorfismo de 1 a IL28B en
las madres y en sus hijos.

Resultados: Los n iveles s éricos de A LT per manecieron n ormales dur ante | a
gestacion y el parto, tanto en las madres VHC-RNA+vas como en las VHC-RNA-vas
(<40U I/mL). Lasm adres HCV-RNA+vas pr esentaronun incremento
estadisticamente significativo en los niveles séricos de ALT alos 6 m eses tras el
parto con respecto a las HCV-RNA-vas (98.3 vs 34.5 Ul/mL, p<0.001). ElI 67% de
las gestantes HCV-RNA+vas, presentaron niveles elevados de la ALT en el post-
parto (>40 Ul/mL, clasificadas como madres tipo A) y este evento se correlaciond
con un descenso en el puerperio de su carga viral con respecto al parto (descenso
en madres tipo A = 2.4x10° Ul/mL vs madres tipo B=1 Ax10* Ul/mL, p<0.05). El 79%
de las madres tipo A presentaron niveles altos de la carga viral en el parto
(>600.000 U I/mL) frente al 1 0% de las tipo B (p=0.01). Latasa de transmision
vertical fue de 1 20% perosoloel 7% delos nifos per manecieron c ronicamente

90



infectados. Las madres tipo B con baja carga viral (<600.000 U I/mL) presentaron
una tasa de transmision vertical del 5% frente al 20% del resto de madres (p<0.05).
No se observé ninguna diferencia significativa con respecto a la edad, la etiologia,
el polimorfismo de IL28B y el genotipo viral entre ambos tipos de madres.

Conclusiones: La mayoria de las mujeres VHC-RNA+vas en el puerperio, sufren
un aumento de ALT con descenso de la carga viral, posiblemente por la restitucion
de la inmunidad Th1. Existe una relacién directa entre alta carga viral en el parto e
incremento en los niveles de ALT. Las madres tipo B con carga viral baja presentan

la tasa de transmisién vertical mas baja.
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Capitulo 2. Genetic Variation in Interleukin 28B with Respect to Vertical
Transmission of Hepatitis C Virus and Spontaneous Clearance

in HCV-Infected Children

Trabajo publicado en la Revista

Hepatology, Vol 53, No. 6, 2011
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Genetic Variation in IL28B with respect to Vertical Transmission of Hepatitis C
Virus and Spontaneous Clearance in HCV Infected Children Angeles Ruiz-
Extremera, Jose Antonio Mufoz-Gamez, M? Angustias Salmerén-Ruiz, Paloma
Mufioz de Rueda, Rosa Quiles-Pérez, Ana Gila-Medina, Jorge Casado, Ana Belén
Martin, Laura Sanjuan-Nufiez, Angel Carazo, Esther José Pavon, Esther Ocete-Hita,
Josefa Ledn, Javier Salmeroén.. Hepatology 2011;53:1830-38.

Introduccion. La transmision vertical del virus de la hepatitis C (VHC) es la
principal via de infecciéon en nifos nacidos e n |l os p aises des arrollados, pero los
factores der iesgo i nvolucrados en este tipodet ransmisibn permanecens in

determinar.
Objetivos:

1.- Describir las tasas de transmision vertical y cronificacion de la infeccidn en nifios

de nuestro entorno.

2.- Conocer los factores que influyen en la transmision vertical y en la cronificacion

del VHC en los hijos de madres con hepatitis C.

3.-Analizar si el factor genético de la IL-28B juega algun papelen laTV yen el

aclaramiento viral espontaneo de los nifios infectados con genotipo viral 1.

Pacientes y Métodos. Entre 1991 y 2009, fueron incluidas en el estudioa 133
madres. D e es tas, 100 fueron VHC-RNA+vo y tuvieron 128 nifios, y 33 m adres
fueron V HC-RNA-vo/VHC ant iVHC+vo, c on 43 n ifios. Los r ecién nac idos f ueron
seguidos al nacimiento y a los 2, 4, 6, 8, 10, 12, 18 y 24 meses y anualmente a los
3,4, 5 y6 afios analizando el ARN-VHC y en los positivos se determiné el genotipo
viral. I L28B (single nuc leotide polymorphism rs12979860) fue d eterminado en las

madres y en sus hijos.

Definicion de Transmision vertical, viremia transitoria y cronificacién: Se
asumié t ransmisién v ertical c uando | os n ifios pr esentaron V HC-RNA+vo en dos
muestras de s angre consecutivas. Los nifios infectados fueron clasificados como:
(A) nifos con viremia transitoria con posterior VHC-RNA-vo y sin seroconversion;
(B) nifios con infeccion permanente o crénica que mantuvieron el VHC-RNA+vo

de forma permanente y con seroconversion.
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Resultados. De las 31 madres con polimorfismo CC de la IL28B, 19 madres (61%)
fueron VHC-RNA+vo mientras que e ntre |as 68 m adres ¢ on polimorfismo no-CC,
56(82%) fueron VHC-RNA+vo (OR=2,95; 95%Cl: 1.1-7,7; P<0.026).

Los nifios nacidos de madres VHC-RNA-vo y anti-VHC+vo no presentaron
transmision vertical. 26 de los 128 (20%) nifios nacidos de madres VHC-RNA+vo
adquirieron la infeccion pero solo 9 (7% con respecto al total de nifios y 35% con
respecto al total de infectados) presentaron infeccion crénica (figura 1 del articulo).
Por tanto, el porcentaje de aclaramiento viral espontaneo en nuestra cohorte fue del
65%. La tasa de transmision vertical fue mas elevada en los hijos de madres con
alta carga viral, asi un 86% de los nifios infectados nacieron de madres con alta
carga viral (tabla 2 del articulo; >600.000 Ul/mL; OR=9; 95%CI: 1.1-88; P<0.05).

En cuanto al aclaramiento viral espontaneo y cronificacion, los factores de
riesgo analizados mostraron que el genotipo viral no-1 y niveles de ALT <40U/L en

el seguimiento del nifio se asociaron con el aclaramiento viral (P=0.02).

A continuacion se realizd el estudio del polimorfismos de | a IL28B en las
madres-hijos genotipo 1 ( se s elecciond este genotipo ya que en ad ultos s e ha
descrito su relacién con los SNPs de la IL28B y el aclaramiento viral espontaneo y
respuesta viral al tratamiento). Los resultados presentados en la tabla 4 muestran
que el polimorfismo de la IL28B de las madres y de los nifios genotipo viral 1 no se
asocio con un incrementado riesgo d e transmisiéon vertical. Sin em bargo, enlos
nifos i nfectados que pr esentaron aclaramiento v iral es pontaneo de IV HC, se
observo una relaciéon estadisticamente significativa con el genotipo CC de la IL28B
del nifio, el 87,5 de los nifios infectados crénicamente presentaron genotipo no-CC
(7/8; P=0.04). L a regresion logistica m ultivariante m ostr6 que para |a transmision
vertical (figura 2 superior), la carga viral alta (>600.000 Ul/mL) en el momento del
parto y la ALT del nifio (>40 U/L) son factores independientes as ociados con TV
(OR=7.3; IC 95% = 1.8-29.4; P =0.005). Estos factores se encontraron igualmente
cuando se analizé el genotipo viral 1 de forma aislada. Finalmente, en el estudio de
cronificacién ( figura 2 inferior), | a r egresion logistica multivariante m ostré que |a
Unica variable asociada de forma independiente con el aclaramiento espontaneo fue
el po limorfismo C C de | alL28B en | os nifios i nfectados v erticalmente con V HC
genotipo 1 (OR=17; 95%CI: 1.2-250; P<0.05).
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Conclusiones:

1.- La carga viral alta de la madre es el Unico factorde riesgo asociado a

transmision vertical del VHC.

2.- El polimorfismo de | a IL28B no j uega ningun papel en t ransmision vertical, sin
embargo, el genotipo CC de la IL28B del nifio esta asociado independientemente

con aclaramiento espontaneo del VHC en nifos infectados con genotipo 1.

3.- Existe una alta tasa de aclaramiento viral en los nifios, superior a la descrita para

los adultos infectados con VHC.

4.- Las mujeres con polimorfismo CC de la IL28B tienen mayor probabilidad de ser
ARN-VHC -vo.

Anexo. Estudio de las tasas de transmision vertical y cronificacién en madres

VHC positivas en relacién con las coinfectadas con VIH.
Resultados.

e En las madres ARN-VHC (+)y VIH(-), latasa de TV-VHC fue de 2 0%
(26/128). Las madres ARN-VHC (+) y VIH(+) fueron 12 con sus 14 hijos. La
tasade TV-VHC fue del 43% (6/14). Las m ujeres c oinfectadas con VIH

muestran 3,6 veces mayor riesgo de TV-VHC a sus hijos.

e Al analizar la cronificacion de | a infeccién VHC en | os nifios fue también
distinta segun la madres estuviese o no coinfectada por el VIH. La tasa de
nifos con infeccidn cronica fue del 7% (9/128) en recién nacidos de madres
no c oinfectadasy del2 9% (4/14) enl os b ebés nacidos d e m adres
coinfectadas presentando en este caso un riesgo de cronificacién 5,3

superior a las madres no coinfectadas.
Conclusiones

1.- Las mujeres coinfectadas con VIH muestran mayor riesgo de TV-VHC a sus
hijos. 2.- Los nifios nacidos de madres coinfectadas con VIH presentan menor

aclaramiento viral espontaneo.
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Genetic Variation in Interleukin 28B with Respect to
Vertical Transmission of Hepatitis C Virus and
Spontaneous Clearance in HCV-Infected Children

Angeles Ruiz-Extremera,"** José Antonio Mufioz-Gimez,'* Mara Angustias Salmerdn-Ruiz,
Paloma Mufioz de Rueda,'? Rosa Quiles—Pérez,"2 Ana Gila-Medina, Jorge Casado,’

Ana Belén Martin,' Laura !a‘anjuan—l\'uﬁe:r.,l‘4 Angel Carazo,' Esther José Pavon,'

Esther Ocete-Hita,' Josefa Leon," and Javier Salmerén'>*

The vertical transmission of hepatitis C virus (HCV-VT) is a major route of HCV infection
in children, but the risk factors remain incompletely understood. This study analyzed the
role of interleukin 28B (IL28B) in HCV-VT and in the spontancous clearance of HCV
among infected infants. Between 1991 and 2009, 145 mothers were recruited for this study:
100 were HCV-RNA+ve / human immunodeficiency virus negative (HIV—ve), with 128
children, and 33 were HCV-RNA—ve/HCV antibody+ve, with 43 children. The infants
were tested for HCV-RNA at birth and at regular intervals until the age of 6 years. IL28B
(single nucleotide polymorphism rs12979860) was determined in the mothers and children.
HCV-VT was assumed when children presented HCV-RNA+ve in two subsequent blood
samples. HCV-VT-infected infants were categorized as: (1) transient viremia with posterior
HCV-RNA—ve and without serum-conversion; (2) persistent infection with serum-conver-
sion. Of the 31 mothers with CC polymorphism, 19 (61%) were HCV-RNA+ve, whereas
among the 68 mothers with non-CC polymorphism, 56 (82%) were HCV-RNA+ve. In all,
26 of 128 (20%) infants born to the HCV-RNA+ve mothers acquired HCV infection, but
only 9 (7%) were chronically infected. The rate of HCV-VT was higher among the mothers
with higher HCV viremia. No HCV-VT was detected in the HCV-RNA—ve women. Neither
the mothers’ nor the childrens’ I1.-28 status was associated with an increased risk of HCV-
VT. The factors influencing viral clearance among the infected children were genotype non-
1 and genotype CC of IL28B. In logistic regression, child CC polymorphism was the only
predictor of HCV-clearance in HCV genotype-1. Conclusion: High maternal viral load is
the only predictive factor of HCV-VT. IL28B plays no role in HCV-VT, but IL28B CC child
polymorphism is associated independently with the spontancous clearance of HCV geno-
type-1 among infected children. (HEpATOLOGY 2011;53:1830-1838)

wide health problem, with more than 170 million
individuals infected.
HCV is the most common cause of chronic liver
disease in children. Since 1992, HCV vertical trans-
mission (HCV-VT) from an infected mother to her
newborn infant has constituted the predominant ac-

Infection with heparitis C virus (HCV) is a world-

In industrialized countries,

quisition mode of HCV infection and, despite better
understanding of the risk factors involved in the peri-
natal transmission of HCV, to date little is known
about the underlying transmission mechanisms and
r_iming."2 The natural history of HCV infection in
children is not yer well defined; most children are
asymptomatic despite common ongoing viremia and

Abbreviations: ALT, alanine transaminase; HCV, hepatitis C virus; HCV-RNA, hepatitis C virus ribonucleic acid: HCV-RNA+ve, HCV-RNA positive; HCV-
RNA—ve, HCV-RNA negative, HCV-VT, hepatitis C virus vertical transmission; HIV, human immunodeficiency virus; HLA, human lewkocyte antigen; 11285,

interleukin 288 (interferon, lambda 3); PCR, polymerase chain reaction; SNE single nucleotide polymorphism.
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alanine transaminase (ALT) levels that are variable but
could reach levels compatible with acute hepar_ir_isl and
remain so for decades.” Risk factors for mother-to-
child transmission of HCV have been shown to
include the presence of a high concentration of HCV
RNA in maternal blood and human immunodeficiency
(HIV)
almost always restricted to women with HCV-RNA de-
tectable in peripheral blood by polymerase chain reac-
ton (PCR). Nevertheless, all children bom to women
with anti-HCV antibodies should be tested for HCV.
The relationship between HCV-VT and maternal HCV
genotype remains unclear because few swudies have
investigated the role of HCV genotype as a risk factor
for HCV-VT. It has been reported that high ALT levels
during the first year of life and genotype 3 infections
are associated with a higher chance of sustained clear-
ance of HCV-RNA and biochemical remission.® How-
ever, other authors have indicated that there is no rela-
donship between HCV-VT and maternal HCV
genorype.7 Moreover, the importance of birth mode
(vaginal or cesarean) and type of feeding (breast feeding
or replacement) has been investigated, in view of their
possible influence on transmission, but the results
achieved are conflicting and more data are required to
clarify the role of these factors in HCV-VTE?

The HCV risk factors traditionally considered (HIV
coinfection, HCV viral load) do not properly describe
the possibility of HCV-VT or that of HCV chronic
infection. It has been suggested that the role of the
immune defense system could better account for the
pathogenesis of HCV infection.'™"" Thus, the relevance
of the genetic background has been taken into considera-
tion, with special attention being focused on the human
leukocyte antigen (HLA) system, because of its central
role in immune response. Bosi et al.'® showed that HLA
DR13 might modulate the immune response to HCV,
exerting a protective role against the development of ver-
tical infection. Other studies have reported that HLA-
DRB1*0701, HLA-DRB1*10, and DRB1*1401 alleles
in the child play a predisposing role for transmission,
whereas HLA-DRB1*1104, DRB1*1302 alleles in the
child and the HLA-DRBI1*04 in the mother are appa-
rently protective.'"'? These findings highlight the impor-
tance of the genetic background in the vertical transmis-
sion of HCV and the need for more knowledge of

virus coinfection.” Vertical transmission is

RUIZ-EXTREMERA ET AL. 1831

genetic factors and HCV-V'I. Recent studies indicate
that there is a relationship berween Rs12979860 CC
interleukin 28B (IL28B) genotype and HCV treatment
response in adules.®"® However, the CC IL28B geno-
type influences in HCV-VT and the spontaneous clear-
ance of HCV among infected children have been little
investigated. We hypothesize that maternal and/or neona-
tal 1L28B immunogeneric factors may affect both HCV-
VT and its chronic infection.

The aim of the present study was to identify the
role of the IL28B genotype and of other risk factors for
HCV-VT, and to determine the predictors of spontane-
ous clearance among children infected with HCV. There
was found t be a significant association berween 1L28B
Rs12979860 CC child genotype and the likelihood of
the spontaneous clearance of HCV among infants born
o HCV-infected mothers. On the other hand, high
maternal viral load was the only variable predictive of
HCV-VT. The findings of this study could enhance our
understanding of both the pathogenesis of vertical HCV
infection and of the spontaneous clearance of HCV
infection among children, as well as enabling a better
identification of cases at higher risk, which would be use-

ful for the development of prevention strategies.

Materials and Methods

Subjects. A prospective cohort study was conducted
at Hospital Universitario San Cecilio in Granada
(Spain) from 1991 undl 2009. In all, 112 consecutive
HCV-RNA-positive mothers with their 142 children
and 33 HCV-RNA-negative/ HCV  antibody-positive
mothers with their 43 children were enrolled and fol-
lowed up for at least 6 years. All patients included in
this study were Caucasian. These mothers were rou-
tinely tested for HCV during prenatal care. The back-
ground data for the 179 pregnancies of 145 mothers
are given in Fig. 1. The diagnosis of HCV-V'T was
based on detectable HCV-RNA in the peripheral blood
by PCR. HCV-VT was defined as children who pre-
sented HCV-RNA-positive in at least two subsequent
blood samples. The study groups for HCV-VT were:
(1) transient viremia, infants who exhibited HCWV-
RNA-ve in at least two subsequent blood samples with
posterior HCV-RNA—ve and without serum-conver-
sion; (2) chronic or persistent infection group, defined

Address reprint requests to: Jose” Antonio Muwioz-Gamez, Laboratory of Medical Research, San Cecilio University Hogpital, Avda de Madrid sin, 18012,

Granada, Spain. E-mail: jamunozgamez@gmail.com; fax: +34-958-023434.
Copyright© 2011 by the American Association for the Study of Liver Disedses.
View this article online at wileyonlinelibrary.com.
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Historical Cohort 145 Mothers with 179 deliveries and 185 children
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Fig. 1. Infant outcomes according to matemal HCV status. The data
for the 179 pregnancies of 145 mothers are shown. In the HCV-VT
and chronic infection study, the risk factors were identified among the
HIV-negative mothers using a stored blood sample (Partial Cohort).

as children with persistent HCV-RNA-+ve with HCV
serum-conversion (detectable and-HCV). The HCV-
RNA+ve in at least two samples criterion was estab-
lished to minimize the risk of false positives. When the
infants presented an initiall HCV-RNA+ve test, a fur-
ther analysis was performed in a new blood sample, a
few days later, in order to confirm the first positive and
to determine the viral genotype. No false positives were
recorded in this study and all infants were HCV-
RNA+ve in the second test. Risk factors for HCV-VT,
transient viremia, and chronic infection were deter-
mined among the HIV-negative mothers using a stored
blood sample (Fig. 1; 76 HCV-RNA-positive mothers
and 29 HCV-RNA-negative/HCV  antibody-positive
mothers with their children). The risk factors for HCV-
VT, transient viremia, and chronic infection were con-
sidered, and the values for HCV viral load, genotype,
delivery mode, duration of ruptured membranes, ALT
levels, breast-feeding, and the duration of breastfeeding
were obtained. The infants were examined by pediatri-
cians and tested for HCV-RNA art birth and ar 2, 4, 6,
8, 10, 12, 18, and 24 months; and thereafter art 3, 4, 5,
and 6 years. Informed written consent was obtained
from each patient and the study protocol conformed to
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the ethical guidelines of the 1975 Helsinki Declaration,
as reflected in the a priori approval granted by the
Ethics Committee.

Virologic Assays. HCV genotyping was determined
by reverse hybridization (Inno-LIPA II HCV Innoge-
netics SA Ghent, Belgium). The viral load (cutoff <15
IU/mL, HCV Ampliprep TagMan, Roche Molecular
System) was determined quantitatively during delivery.

IL28B Genotyping. Rs12979860 genotyping was
performed by means of a Tagman 5’ allelic discrimina-
tion assay (Custom Assay Service). The primers used
were forward GCCTGTCGTGTACTGAACCA and
reverse GCGCGGAGTGCAATTCAAC. The Tagman
probes from the reverse strand were TGGTTCGCGC
CTTC labeled with VIC and CTGGTTCACGCC
TTC labeled with FAM. Single nucleotide polymor-
phism (SNP) amplification assays were used according
to the manufacturer’s instructions. The PCR reaction
was carried out in a total volume of 10 uL with the
following amplification protocol: preincubation at
50°C for 2 minutes and at 95°C for 10 minutes, fol-
lowed by 40 cycles of 95°C, 15 seconds; 60°C, 1 mi-
nute. The genotype of cach sample was automadically
attributed by the SDS 2.2.1 software for allelic dis-
crimination (Applied Biosystems, Foster City, CA).

Statistical Analysis. The dependent variables were
vertical transmission and the degree of HCV chronic
infection among the infants. Bivariate analysis was con-
ducted using the 4 test and Fisher’s exact test, and the
degree of association between HCV-VT/chronic infec-
tion and the independent variables was determined by
calculating the corresponding odds ratio (OR) and its
95% conhdence interval (95% CI) by means of simple
logistic regression. Quantitative variables are expressed
as the means = SEM (standard error of the mean). For
differences in the quantdtatve variables, the paired/
unpaired Student’s ¢ test or the Mann-Whitey U/ test
was used. Multvariate logistic regression was conducted
for the simultaneous analysis of more than one statisti-
cal variable and to determine the interaction among the
different  variables. The following covariates were
included in the multivariable model: ALT level, viral ge-
notype, viral load, delivery mode, breast-feeding, and
IL28B. A P-value < 0.05 was considered statistically
significant. All statistical calculations were performed
using SPSS software v. 15.0 for Windows.

Results
General Cohort

Of the 145 mothers recruited (Historical Cohort),
112 were HCV-RNA-positive (77%) and 33 were
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Table 1. Characteristics of HCV-RNA-Positive Infants and Their Parents
Genotype Viral Type Highest IL28B
Mother/ Load BF of HCV-RNA+ve* ALT} Seronegative:  Child/ Gestational ~ HCV-RNA
Case Child Epidemiology {Ul/mL) (days) Birth (month) (u/L) (month) Mother  Gender Age Father

1 1 Drugs >600,000 0 Cesarean 2 (Chronic) 145 No CT/CT  Male 30 .

2 1 Sporadic =600,000 75 Noncesarean 2 (Chronic) 108 No /M  Female 36 -

3 1 Sporadic =600,000 90 Noncesarean 2 (Chronic) 140 No CT/CC  Female 39 -

4 1 Transfusion >600,000 5 Cesarean 3 (Chronic) 8 No CT/CT  Male 38 -

5 1 Sporadic =600,000 0 Noncesarean 4 (Chronic) 88 No CT/TT  Male 39 -

6 1 Sporadic >600,000 360  Noncesarean 3 (Chronic) 220 No cc/cc Male 39 -

7 1 Drugs >600,000 0 Noncesarean 2 (Chronic) 86 No T/CT  Male 33 .

8 1 Transfusion >600,000 0 Noncesarean 2 (Chronic) 145 No CT/CC  Female 39 -

9 1 Sporadic >600,000 15 Noncesarean 4(3) 199 12 cc/cC  Female 40 -
10 1 Sporadic =600,000 60 Noncesarean 1(2) 19 14 cc/cC Male 40 -
11 1 Sporadic >600,000 50 Noncesarean 12 (2) 26 8 CT/TT  Male 39 -
12 1 Sporadic <600,000 240  Noncesarean 2(2) 34 8 CC/CC  Female 40 -
13 1 Transfusion =600,000 6 Cesarean 1(2) 25 12 cc/CC  Female 41 -
14 1 Transfusion >600,000 120  Noncesarean 2(3) 50 18 CC/CT  Male 39 -
15 1 Transfusion < 600,000 40 Noncesarean 2(3) 69 12 CT/CT  Male 41 -
16 3 Drugs < 600,000 30 Cesarean 2(2) 33 12 T/CT  Male 38 -
17 3 Drugs =600,000 90 Noncesarean 1(3) 68 12 CC/CC  Female 41 -
18 3 Drugs =600,000 30 Noncesarean 3(3) 53 12 CC/CC  Male 40 -
19 3 Transfusion =>600,000 0 Noncesarean 8(2) 39 12 CC/CT  Female 28 -
20 3 Sporadic =600,000 0 Noncesarean 2(3) 40 10 CT/CC  Male 40 -
21 3 Drugs =600,000 0 Noncesarean 4(3) 44 18 CT/CT  Male 38 +
22 4 Drugs =>600,000 0 Noncesarean 4(2) 32 12 TI/cT Male 40 4

BF= Breast-feeding.

*Month with first VHC-RNA positive; the number in parentheses shows the number of tests with HCV-RNA positive; Chronic, indicates that these infants presented

HCV-RNA positive permanenty.
1The normal range of values for ALT is from 5 to 40 U/L.

$Month in which the HCV antibodies (mother antibodies) were not detected in the infant

HCV-RNA-negative/HCV  antibody-positive  (23%,
Fig. 1). In total, 185 infants were born to these moth-
ers. 'The HCV-RNA-positive mothers had 142 chil-
dren and 43 were in the HCV-RNA-
negative/HCV antibody-positive group. The rate of
HCV-VT was 20% (26/128) in the infants born to
HCV-RNA+ve/HIV—ve noncoinfected mothers and
43% (6/14) in those born to HIV+ve-coinfected
mothers (OR = 3.6; 95% CI: 1.4-6.6; 7 = 0.009).
The rate of infants with persistent infection (chronic
infants) was 7% (9/128) in infants born to HCV-
RNA+ve/HIV—ve mothers and 35% (9/26) with
respect to the HCV-V'T infants. Moreover, the virus
cleared in 17 children (17/26, 65%). On the other
hand, the rate was 29% (4/14) in infants born to
HIV+ve-coinfected mothers and 67% (4/6) with
respect to the HCV-VT infants (OR = 5.3; 95% CI:
2.2-14.5; P = 0.0001). In this case, the virus cleared
in two infants (2/6, 33%). The genotype in each of
the infants was consistent with that of their mothers.
None had received a blood transfusion or presented
other risk factors. The characteristics of the HCV-
RNA+ve infants and their parents are described in
Table 1. No vertical transmission was noted among
the HCV-RNA —ve women.

recorded
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Risk Factors in HCV Vertical Transmission. In the
HCV-VT and chronic infection study, risk factors were
identified among the HIV-negative mothers using a
stored blood sample (Study Cohort; Fig. 1). The char-
acteristics of the HCV-RNA+ve infants and their
parents are described in Table 1. The rate of HCV-VT
was higher for infants born tw mothers with high
HCV viremia (>600,000 IU/mL) than for infants
born to mothers with low HCV viremia (<600,000;
Table 2; P = 0.02). Neither gender, nor weight, nor
viral genotype (genotype 1 versus genotype non-1),
nor type of birth (cesarean versus noncesarean), nor
breast-feeding were associated with increased risk of
HCV-VT. None of the infected infants were HCV-
RNA-positive at birth and the mean age at the first
HCV-RNA-positive result was 3.81 = 0.91 months.
The infected children presented a lower birth weight
(nonsignificant) than that of the noninfected children.
37% of the noninfected children presented ALT levels
> 40 U/L whereas 68% of the infected infants had
high levels of ALT" (>40 U/L, P = 0.010).

Risk Factors with Respect to HCV Chronic Infec-
tion in Infants. The study of risk factors for chronic
infection was performed in HIV-negative mothers
using a stored blood sample (Study Cohort, Fig. 1).
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Table 2. Selected Risk Factors of HCV Transmission to
Infants Related to Infection status, for HCV-RNA positive

women
Infected Noninfected
Risk Factors/Infection Status _—
n=100 n=22 (22%) n=18 (78%) P-Value

Gender

Male (58) 13 (22) 45 (78) ns

Female (42) 9 (21) 33 (79)
Weight (g)* (100) 2871 = 217 3000 + 93 ns
Viral Genotype

Geno. 1 (74) 15 (20) 59 (80) ns

Geno. non-1 (26) 7(27) 19 (73)
Type of birth

Cesarean (20) 4 (20) 16 (80) ns

Noncesarean (80) 18 (23) 62 (77)
Breast-fed Infants

Yes (67) 14 (21) 53 (79) ns

No (32) 8 (25) 24 (75)
Breast-feeding days*(99) 87 = 24 TE11 ns
Mother's HCV Viral Load

(Iy/mL)

600,000 (56) 19 (34) 37 (66) 0.02

<600,000 (42) 3(7) 39 (93)

*Mean * the standard error of the mean (SEM).

Fourteen of the 22 HCV-VT-infected infants (64%)
cleared the HCV virus spontaneously (transient vire-
mia group) and eight infants (36%) had persistent
infection (chronic group). The rate of HCV chronic
infection was higher among the infants with viral
genotype 1 than among those with genotype non-1
(Table 3; P = 0.02). In fact, no chronic infection was
noted in the infants with genotype non-1 (n = 7, of
whom six had genotype 3 and one had genotype 4),
whereas only 1/9 infants with genotype non-1 in the
general cohort had persistent infection at the end of
the study (this infant was a boy whose mother was ge-
notype 3 but HIV-positive). Neither gender, nor
weight, nor the mother’s HCV viral load, nor the type
of birth (cesarean versus noncesarean), nor breast-
feeding were associated with increased risk of HCV
chronic infection among these infants. Among the
HCV chronic group of infants, the first HCV-RNA-
positive result was recorded at a mean age of 2.33 =
0.3 months, whereas the corresponding value for the
transient viremia group was 4.15 = 1.1 months (non-
signiﬁcant). Furthermore, the chronic HCV infants
had a lower birth weight than did the transient viremia
children (nonsignificant). In all, 50% of the infants
with transient viremia presented ALT levels >40 U/L,
whereas all the chronic infants presented ALT levels
above 40 U/L (P = 0.02).

Study of IL28B and Its Association with HCV-
RNA+/—ve Mothers. This study was performed
among the HIV-negative mothers using a stored blood

HEPATOLOGY, June 2011

sample (n = 105, Study Cohort; Fig. 1. In six mothers
it was not possible to determine the 11288 polymor-
phism). Of the 31 mothers with IL28B CC polymor-
phism, 19 were HCV-RNA-positive (61%), whereas
among the 68 mothers with non-CC polymorphism
(CT or TT polymorphism), 56 were HCV-RNA-posi-
tive (82%). Accordingly, the mothers with non-CC
IL28B polymorphism had a greater probability of being
HCV-RNA-positive than did those with CC polymor-
phism (OR = 2.95; 95% CI: 1.1-7.7; P = 0.026). On
the other hand, the HCV viral load was not associated
with 1L28B polymorphism. Thus, 52% of the mothers
with CC I128B polymorphism presented a high viral
load (>600,000 IU/mL), as did 54% of the mothers
with IL28B non-CC polymorphism.

Study of IL28B and Its Association with the Verti-
cal Transmission of HCV Genotype 1, Transient Vi-
remia, and Chronic Infection. We evaluated the role
of IL28B polymorphism on the vertical transmission
of HCV genotype 1, transient viremia, and persistent
Neither the mothers’
childrens” IL28B polymorphism was associated with an
increased risk of HCV-VT (Table 4). On the other
hand, the study of the role of the IL28B genotype in
HCV transient viremia and chronic infection revealed
that 83% of the children with Rs12979860 CC geno-
type presented spontaneous clearance (infants with
transient viremia), whereas among the children with

infection in infants. nor the

Table 3. Selected Risk Factors of Chronic HCV Infection in

Infants
Chronic Transient Viremia
Risk Factors/Infection Status _—
n=22 n=8 (36%) n=14 (64%) P-Value

Gender

Male (9) 3(33) 6 (67) ns

Female (13) 5 (39) 8 (61)
Weight (g)* (22) 2656 + 375 3122 + 155 ns
Viral Genotype

Geno. 1 (n=15) 8(53) 7(47) 0.02

Geno. non-1 (n=7) 0(0) 7 (100)
Type of birth

Cesarean (n=4) 2 (50) 2 (50) ns

Noncesarean (n=18) 6 (33) 12 (67)
Breast-fed Infants

Yes (14) 4 (29) 10 (71) ns

No (n=8) 4 (50) 4 (50)
Breast-feeding days* (22) 15070 68+21 ns
HCV-RNA+ begin (month)* (22)  2.33 + 0.3 4.15 + 1.1 Ns
Mother's HCV Viral Load (IU/mL)

600,000 (19) 8 (42) 11 (58) ns

<600,000 (3) 0(0) 3 (100)
Child's ALT

=40 U/L (15) 8 (53) 7(47) 0.02

<40 U/L(T) 0(0) 7 (100)

*Mean *+ the standard error of the mean (SEM).
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Table 4. Role of 1L28B in HCV Vertical Transmission and
Chronic HCV Infection in Viral Genotype 1 Infants

HCV Vertical Transmission

Infected Noninfected
Risk Factors/Infection Status
n=74 n=15 (20%) n=59 (80%) P-Value
Mothers IL-28B status
CC (19) T(37) 12 (63) ns
Non-CC (55) 8 (15) 47 (85)
Child's IL-288B status
CC (25) 6 (24) 19 (76) ns
Non-CC (46) 9 (20) 37 (80)
HCV Chronification
Chronic Transient Viremia
Risk Factors/Infection Status
n=15 n=8 (53%) n=7 (47%) P-Value
Mothers IL-28B status
CC(7) 3 (43) 4 (57) ns
Non-CC (n=8) 5 (63) 337
Child's IL-28B status
CC (n=6) 1(17) 5(83) 0.04
Non-CC (n=9) 7(78) 2(22)

non-CC genotype (CT or TT polymorphism), only
22% had transient viremia (P = 0.04). Moreover, the
mother’s 1L28B genotype was not associated with
spontaneous clearance (transient viremia) and therefore
was not associated either with HCV persistent infec-
tion in infants (Table 4).

Multivariate Logistic Regression

HCV Vertical Transmission. The muldvariate anal-
ysis showed that a high HCV viral load (>600,000
IU/mL; OR: 7.3; 95% CI: 1.8-29.4; P = 0.005) and
ALT values among infants exceeding 40 U/L (OR: 5.3;
95% CI: 1.5-18.8; P = 0.01) were independently asso-
ciated with HCV-VT (Fig. 2). These factors remained
independenty associated with HCV-VT when HCV ge-
notype 1 was selected (HCV viral load 600,000 versus
<600,000 IU/mL; OR: 10.2; 95% CI: 1.73-58; P =
0.01 and children’s ALT levels >40 versus <40 U/L,
OR: 9.1; 95% CI: 1.7-50; P = 0.01).

HCV Chronic Infection. The multvariate analysis
showed IL28B Rs12979860 CC genotype in infants to
be the only factor independently associated with HCV
clearance and therefore with transient viremia (Fig. 2;
OR: 17.5; 95% CI: 1.2-250; P = 0.035).

Discussion

Vertical transmission of HCV represents the major
cause of pediatric HCV infection today, and in indus-
trialized countries it is the most common cause of
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chronic liver disease in children. Aboutr 10%-15% of
those who are chronically infected might develop cir-
rthosis and eventually hepatocellular carcinoma.'®"”
HCV prevalence in pregnant women is similar to that
of the general population and, in general, most HCV-
infected pregnant women do not have obstetric com-
plications. At present, there are no antiviral treatment
recommendations for HCV-infected women during
pregnancy, or guidelines for the prevention of vertical
transmission.® Although persistent transmission of
HCV from infected mothers to their infants is
reported in 4%-8% of cases (chronic HCV children),
transient HCV perinartal infection also occurs, with a
prevalence of about 14%-17%."72° Moreover, the
maternal-infant transmission of HCV is more frequent
than is generally reported, taking into account that
spontaneous HCV-RNA clearance among children is
more common than among adults and that in many
studies the follow-up of infants is incomplete; more-
over, in many cases only limited darta, corresponding to
the first years of life, are presented.m Interferon alpha
(IFN) is currently the approved drug for hepatitis C
treatment for the pediatric population. Combination
therapy with [FNu or pegylated IFNo plus ribavirin has
recently been approved by the United States Food and
Drug Administration (US FDA)-EMEA for children
older than 3 years with chronic HCV infection, and
clinical trials are in pmgress.a’22 Although most children
are asymptomatic and the associated liver damage
appears to be less severe in children than in adults, they
have a significantly poorer health status than commu-
nity controls,” which suggests there is a need for the
services currently available for adult HCV patients to be
extended to support the families of children with HCV.

Conflicting data have been reported regarding the
possible role of the level of maternal HCV viremia.
Some studies have shown that a high concentration of
serum HCV-RNA is associated with a higher risk of
transmission, although no specific cutoff value predict-
ing or excluding transmission has been defined."
However, other studies have found no such association,
with a considerable overlap in concentrations of HCV-
RNA berween transmitting and nontransmitting moth-
ers.”>" Moreover, maternal coinfection with HCV and
HIV is associated with high maternal HCV-RNA and
with a higher risk of transmission.'®* In the present
study, we found that both the HCV-RNA concentra-
ton (over 600,000 IU/mL) and maternal coinfection
with HIV were associated with a higher risk of HCV-
VT. The infected infants were not HCV-RNA-positive
at birth but all became so within 2-4 months. These
data indicate that HCV maternal-fetal transmission
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Fig. 2. Multivariate logistic regression: predictors of HCV-VT and HCV clearance. (A) HCV vertical transmission and (B) infants HCV chronically
infected. The following covariates were included in the multivariate model: ALT level, viral genotype, viral load, delivery mode, breast-feeding, and
IL28B polymomphism. OR is the probability of HCV-VT and HCV clearing for each predictor with respect to the reference group. These factors
remained independently associated with HCV-VT when HCV genotype 1 was selected.

did not occur during gestation and, therefore, that the
infants were infected during birth. Most of the
infected children were asympromatic despite high lev-
els of ALT, compatible with acute hepattis. The
infants thar cleared the HCV virus recovered normal
ALT levels. With respect to the type of birth, there
was no significant decrease in HCV-VT among the
mothers who gave birth by cesarean section versus
those who did not. The data on the effect of cesarean
section on the risk of HCV perinatal transmission are
heterogeneous and high-quality studies of this question
have not been reported. A recent meta-analysis includ-
ing eight studies and 641 morther-infant pairs suggests
that cesarean section does not decrease perinatal HCV
transmission from HCV-RNA-+ve/HIV —ve mothers to
infans.® No relationship berween HCV-VT and the
maternal HCV genotype has been found. On the
other hand, when we studied spontaneous clearance
(children with transient viremia) versus chronic infec-
ton in infected infants, the HCV viral genotype was
associated with a higher risk of chronic infection.
Thus, the rate of HCV chronicity was higher for
infants with viral genotype 1 than for those with geno-
type non-1, a finding that is in accordance with the
results of Bortolotti et al.® The role of viral genotype
and its association with HCV spontaneous clearance
and chronic infection should be explored further.

The HCV-VT risk factors that have been most
intensively studied to date are viral factors, maternal

characteristics, and birth mode. However, immunoge-
netic influence has been poorly investigated and
mainly confined to HLA-class II serological polymor-
phisms, because of their central role in the adaptive
response. Nevertheless, it has been suggested that the
role of the immune defense system, as well as the rele-
vance of the genetic background, could better explain
the pathogenesis of HCV infection, and these factors
have been examined.'®!! In adult patients, genetic var-
iations in the IL28B gene, an innate cytokine, have
been associated with the response to IFN-a/ribavirin
r.heraz];y and spontaneous clearance in HCV genotype

2628 For this reason, we evaluated the role of IL28B
polymorphism in HCV genotype 1 vertical transmis-
sion, transient viremia, and chronic infection in
infants. This is the first study that artempts to describe
both HCV-VT and the spontaneous clearance of
HCV, taking into account the influence of IL28B
polymorphism in mothers and children. The data
obtained indicate that the IL28B genotype of mothers
and children does not influence HCV-VT. Neverthe-
less, in the chronic infection study, 83% of the infants
with the CC genotype exhibited spontaneous clearance
(transient viremia) versus only 22% of the children
with a non-CC genotype. On the other hand, the
maternal 1L28B genotype did not influence HCV
chronic infection. Multivariate analysis identified the
infant’s Rs12979860 CC IL28B genotype as the only

factor independently associated with the spontaneous
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clearance of HCV. To the best of our knowledge, the
present study is the first one to idendfy IL28B
Rs12979860 polymorphism as a predictor of HCV
spontancous clearance in infants infected with HCV
genotype 1 by vertical transmission. More information
is now needed to understand the mechanisms that
underlie this association, as well as the clinical impact
of IL28B polymorphisms on HCV infection.

The multivariate analysis performed clearly shows
the distinction berween the risk factors in HCV-VT
and in chronic infection. In HCV-VT, a high HCV
viral load was independently associated with HCV-
VT, thus confirming the bivariate analysis and the
data previously published, by ourselves and by others.
These data suggest that the maternal characteristics
are more important in HCV-VT than are those of
the infants. However, in the chronic HCV infection
study, the multivariate analysis showed that the only
factor independently associated with HCV clearance
was the infants’ IL28B genotype, which confirmed
our hypothesis that in infected infants the host’s im-
munogenic influence is crucial to the HCV viral
response.

Finally, all retrospective analyses have inherent limi-
tations, bur we have tried to minimize their effects.
The standard method of HCV determination changed
during the patient inclusion period but this factor was
controlled by using the same PCR technique on all
the patients studied, using a stored blood sample. Fur-
thermore, the standard care of HIV and HCV patients
also changed during the patient inclusion period; how-
ever, in this study the risk factors among the HIV-neg-
ative mothers (Study Cohort) were identified. Accord-
ing to standard protocols for HCV pregnant women,
no HCV wreatment should be applied during the preg-
nancy, and thus the changes in standard care for HCV
patients do not affect our study.

In view of the data presented, we believe it is neces-
sary to make a clear distinction between the risk fac-
tors of HCV-VT and of chronic infection. We confirm
that viral load and HIV coinfection are the only risk
factors involved in HCV-VT. On the other hand, the
viral genotype non-1 and the infancs 11288 CC
Rs12979860 polymorphism are associated with HCV
spontaneous clearance. Our data are the first to account
for HCV virus clearance and may provide important in-
formation about protective immunity to HCV.

Acknowledgment:  We thank Estefania Martino and
GENYO, (Granada, Spain), as well as Concepcion
Fernandez and Francisca Aguilar, technicians at the
Department of Medicine, Granada University, Spain.

106

RUIZ-EXTREMERA ET AL. 1837

References

1. Indolfi G, Resti M. Perinatal transmision of hepattis C virus infec-

don. | Med Virol 2009;81:836-843.

Jhaveri R, Grant W, Kauf TL, McHutchison J. The burden of hepatids

C virus infection in children: estimated direct medical costs over a 10-

year period. ] Pediarr 2006;148:353-358.

. Galeppo M, Galoppo C. Management of hepatitis C virus infection in
childhood. Ann Heparol 2010;9(Suppl):98-102.

. Marine-Barjoan E, Berrebi A, Giordanengo V, Favre SE Haas H, Mor-
cigne M, et al. HCV/HIV co-infecdon, HCV viral load and mode of
delivery: risk factors for mother-to-child transmission of heparitis C
virus? AIDS 2007;21:1811-1815.

. Resti M, Jara B, Hierro L, Azzan C, Giacchino R, Zuin G, et al. Clini-
cal features and progression of perinatally acquired hepatitis C virus
infection. | Med Virol 2003;70:373-377.

. Bortolowti F Verucchi G, Camma C, Cabibbo G, Zancan L, Indolfi G,

et al. Long-term course of chronic hepatitis C in children: from

viral clearance w end-sage liver disease. Gastroenterology 2008;134:

1900-1907.

Indolfi G, Azzari C, Moriondo M, Lippi F, de Martino M, Restd M.

Alanine transaminase levels in the year before pregnancy predict the

risk of hepatitis C virus vertical transmission. | Med Virol 2006;78:

911-914.

. Ghamar Chehreh ME, Tabatabaei SV, Khazanchdari S, Alavian SM.
Effect of cesarean section on the risk of perinatal ransmission of hepa-
ttis C virus from HCV-RNA+/HIV- mothers: a meta-analysis. Arch
Gynecol Obster 2011;283:255-260.

. Ruiz-Extremera A, Salmeron |, Torres C, De Rueda PM, Gimenez E

Robles C, et al. Follow-up of transmission of hepatitis C w babies of

N

w

S

w

o

N

o=

)

human immunedeficiency virus-negative women: the role of breast
feeding in transmission. Pediatr Infece Dis | 2000;19:511-516.

10. Bosi I, Ancora G, Mantovani W, Miniero R, Verucchi G, Artard L,
et al. HLA DR13 and HCV vertical infecdon. Pediawr Res 2002;51:
746-749.

11. Bevilacqua E, Fabris A, Floreano P, Pembrey L, Newell ML, Tove PA,
et al. Genetic factors in mother-to-child transmission of HCV infec-
tion. Virology 2009;390:64-70.

12. Martinettei M, Pacati I, Cuccia M, Badulli C, Pasi A, Salvaneschi L,
et al. Hierarchy of baby-linked immunogenetic risk factors in the verti-
cal transmission of hepatitis C virus. Int | Immunopathel Pharmacol
2006;19:369-378.

13. Montes-Cano MA, Garcia-Lozano JR, Abad-Molina C, Romero-Gomez
M, Barroso N, Aguilar-Reina |, et al. Interleukin-28B genetic variants
and hepatitis virus infection by different viral genotypes. HepatoLocy
2010;52:33-37.

14. Thomas DL, Thio CL, Martin MP, Qi Y, Ge D, O'Huigin C, et al.
Genetic variation in [L28B and spontaneous clearance of heparitis C vi-
rus. Nature 2009;461:798-801.

15. Ge D, Fellay ], Thompson AJ, Simon |S, Shianna KV, Urban T], et al.
Genetic variation in [L28B predicts hepatids C reatment-induced viral
dearance. Nature 2009;461:399-401.

. Heller S, Valencia-Mayoral P. Treatment of viral hepatitis in children.
Arch Med Res 2007;38:702-710.

17. Quiles-Perez R, Munoz-Gamez JA, Ruiz-Extremera A, O'Valle F, San-
juan-Nunez I, Martin-Alvarez AB, et al. Inhibition of poly adenosine
diphesphate-ribose  polymerase decreases  hepatocellular  carcinoma
growth by modulation of tumer-related gene expression. HepatOLOGY
2010;51:255-266.

18. Valladares G, Chacaltana A, Sjogren MH. The management of HCV-

infected pregnant women. Ann Heparol 2010;9(Suppl):92-97.

. Shebl FM, El-Kamary SS, Saleh DA, Abdel-Hamid M, Mikhail N,
Allam A, et al. Prospective cohort study of mother-to-infant infection
and cearance of hepatitis C in rural Egyptian villages. ] Med Virol
2009;81:1024-1031.

. Hayashida A, Inaba N, Oshima K, Nishikawa M, Shoda A, Hayashida $,
et al. Re-evaluation of the true rate of hepadds C virus mother-to-child

o

=]

2

=



1838

2

-

22,

23.

[

24.

RUIZ-EXTREMERA ET AL.

transmission and its novd risk factors based on our two prospective stud-
ies. ] Obstet Gynaecol Res 2007;33:417-422.

. Yeung LT, To T, King SM, Roberts EA. Sponmncous clearance of

childhood hepatitis C virus infection. | Viral Hepar 2007;14:797-805.
Hsu EK, Murray KE Hepatitis B and C in children. Nat Clin Pract
Gastroenterol Hepatol 2008;5:311-320.

Nydegger A, Srivastava A, Wake M, Smith AL, Hardikar W. Health-
related quality of life in children with hepatitis C acquired in the first
year of life. | Gastroenterol Hepatol 2008;23:226-230.

Mase EE, Hwang LY, Seto DS, Nolte FS, Nainan OV, Wurezel H,
ct al. Risk factors for perinatal ransmission of hepans C virus (HCV)
and the natural history of HCV infection acquired in infancy. | Infect
Dis 2005;192:1880-1889.

2

2

2

2

5.

6.

7.

=

HEPATOLOGY, June 2011

Ngo-Giang-Huong N, Jourdain G, Sirirungsi W, Decker L, Kham-
duang W, Le Coeur S, et al. Human immunodeficiency virus-hepatitis
C virus co-infection in pregnant women and perinatal transmission to
infants in Thailand. Inc ] Infect Dis 2010;14:e602-607.

Akut N, Swzuki F Hirakawa M, Kawamura Y, Yatsuji H, Sezald H,
et al. Amino add substitution in hepatitis C virus core region and genetic
variation near the interleukin 28B gene predict viral response to telaprevir
with peginterferon and ribavirin, Hepatorogy 2010;52:421-429.
Chevaliez S, Hezode C. IL28B polymorphisms and chronic hepatits C.
Gastroenterol Clin Biol 2010;34:587-589.

Ahlenstel G, Booth DR, George |. 1128B in hepatitis C virus infection:
manslating  pharmacogenomics inte clinical pracdce. | Gastroenterol
2010;45:903-910.

107



108



CAPITULO 2. COMUNICACIONES A CONGRESOS

109



110



1.- XXIl Congreso de Neonatologia y Medicina Perinaltal de la SEN, Oviedo, 2011:

- XXIIl Congreso de Neonatologia
y Medicina Perinatal de la SEN

- 5, 6,y 7 Octubre 2011 - OVIEDO

ESTUDIO DEL FACTOR GENETICO IL-28B EN LA TRANSMISION VERTICAL
DEL VIRUS DE LA HEPATITIS C Y EN LA EVOLUCION HACIA LA CRONICIDAD
DE LOS NINOS INFECTADOS

M.A. Salmerén Ruiz (1), A. Ruiz Extremera (2), J.A. Mufioz Gamez (2), P. Mufioz
De Rueda (2), R. Quiles Pérez (2), J. Salmerdn Escobar (2).

(1) Hospital Universitario La Paz, Madrid; (2) Hospital Clinico Universitario San
Cecilio, Granada.

Introduccion: La Transmisién Vertical (TV) del virus de la hepatitis C (VHC) es la
principal via de transmision del VHC en nifios, los factores de riesgo permanecen
sin determinar.

Objetivos: Analizarelpapel de lalL28BenlaTVdel VHC yelaclaramiento
espontaneo del virus en nifios infectados por TV.

Pacientes y Métodos: Entre 1991 y 2009, 133 m adres f ueron incluidas en el
estudio. D e es tas, 100 m adres fueron VHC-RNA+voy tuvieron 128 nifios, y 33
madres fueron VHC-RNA-vo/VHC anticuerpos+vo, con 43 nifios. Los recién nacidos
fueron seguidos a los 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 18 y 24 meses y anualmente a los 3, 4, 5
y 6 afios analizando el ARN-VHC y en los positivos se determiné el genotipo viral.
IL28B (single nucleotide polymorphism rs12979860) en las madres y en sus hijos.
Se asumiod TV cuando los nifios presentaron VHC-RNA+vo en d os m uestras de
sangre consecutivas. Los nifios infectados fueron clasificados como: (A) nifios con
viremia transitoria con pos terior VHC-RNA-vo y sin s eroconversién; (B) nifios con
infeccion permanente o crénica que mantuvieron el VHC RNA- positivo de forma
permanente y con seroconversion.

Resultados: De 31 madres con polimorfismo CC de | a IL28B, 19 madres (61%)
fueron V HCRNA+vo mientras que ent re | as 68 m adres c on pol imorfismo no -CC,
56(82%) fueron VHCRNA+vo ( OR=2,95; 9 5%Cl: 1.1-7,7; P<0.026). Los n ifios
nacidos de madres VHC-RNA-vo y anticuerpos VHC+vo no presentaron TV. 22 de
los 128 (17%) nifios nacidos de madres VHCRNA+vo adquirieron la infeccién pero
solo 8 (6%) fueron infectados cronicamente. La tasa de TV fue mas elevada en hijos
de madres con alta carga viral (>600.000 Ul/mL; OR=9; 95%CI: 1.1-88; P<0.05). El
polimorfismo de la IL28B de las madres y nifios no se asocié con un incrementado
riesgo de TV. El genotipo CC de la IL28B del nifio asi como el genotipo viral no-1 se
asociaron con el aclaramiento viral. La regresion logistica multivariante mostré que
la variable asociada de forma independiente con el aclaramiento espontaneo fue el
polimorfismo CC de la IL28B en los nifios infectados v erticalmente con VHC
genotipo 1 (OR=17; 95%CI: 1.2-250; P<0.05).

Conclusiones: La carga viral alta de la madre es el unico factor de riesgo asociado
aTVdel VHC. Elpolimorfismodel allL28B noj ueganinginpapelenTV,sin
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embargo, el genotipo CC de la IL28B del nifio esta asociado independientemente
con aclaramiento espontédneo del VHC en nifios infectados con genotipo 1.

Este trabajo fue premiado como mejor comunicacion oral del congreso.
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€ virus (HOV) vertical transmission (VT]
route of HOV infiction in children. Risk
are not complerely known, il we exclude
n. The aim of this study was (o analyse the
factor IL28B both in HOV VT and in sponfanends
fhood HCV infected. B
Ssptember 1991 and December 2008, 145
e | including 112 HCV-RNA pasitive mothers
heir 142 children; 33 HCV-RNA negative/HCV antibady
thers with their 43 children. The nisk factors for HOV
y sought, and HCY viral load, genotype, delivery mode,
s and breast-feeding were obtained. The infanis were
ﬁ.am at birth and at 2, 4, 6 B, 10, 12, 18 and
and annually at 3, 4.5 and 6 years. IL288 palymorphism
ide polymorphism 1512979860 was determined in
s and In their children. VT was defined as children who
HCV-RNA positive for at least two subsequent blood
‘Chronic oF persistent infection was defined as children
at the end of the study.
the 31 mathers with CC IL288 polymorphism, 15 were
positive [§1%) whereas that of the 68 mothers with
phism, 56 were HOV-RNA positive (2% OR =205,
P« 0.026) 32 of 142 (23%) infants born 0 HOV-ANA
acquired HCV infection, but only 13 (9% ) were still
s end of follow-up. The rate of HOV transmission was
F af mathers with higher HCV viremia [P« 0.05)
was noted in women without HOV-RNA, Neither
ild's IL-28 status, or types of birth, or breast-feeding
with increased risk of HOV vertical transmission,
60 CC child genotype (OR=17: 95ECI: 12-250:
R=2.7; 55%C1: 11-200; P<005)
clearance of childhood HOV infected

wiral load was the only variables
and 1288 are factors associated
clearance of childhood HCV
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chln ractin (AP BowY 0T e e
assay [lll.'!“;plll Ser Human IP10; San ﬂmﬂtn. SA)
used, Patients were treaed with 180 g pegylate tﬂh!rhm
and  1000-1200mg  ribavirin/day. Treatment  duration  way
:;:lzhﬁ;; treatment naive GT1 patients camplefing 1
according o protocol [miE 102/57; age ifnﬂl'lrSDJ 436109
paseline wiral boad: 248305 MII_JJ'm!; FO-2: 102 (7O3%L F3-4: 43
(39.6%)] were tested. The distribution of IL28 genotypes wag
C/C: 59 (371%L CT 78 (49%), T/T: 22 (13.8%). 53/159 had 2 Svg
(C/C BO&, CfT 47%, TIT: 41%; p<0001). Mean P10 levels were
Jower in patients with SYR (421.8:196.8 pg/ml] than without Svi
(500.8+240.7, p=0.03], By ROC analysis the best I-cut off paoint fior
1P-10 was 400 pejml RVR and SVR rates of the IL28 genotype and
IP-10 levels are shown in the fable. SVR rates in CC patients with
1P-10< 400 pz/m| were higher than those in the remaining patients
(BR% vs. 49.9%] p <0007}, The positive predictive values {PPV] were;
CC: BVH 4755 SVR 79.7%; 18-10 <400 pg/mi: RVR 27.5%. SVR 65.2%;
CC + IP10 <400; RVR 4B%, SVR HES

Table 1
1128 (C IL28 rion-CC
T i 400 P-02400 1P.10<400  [P-10>400
5156 (143)
2.5%9+211
3] 23/55 (411}

Cconclusions: Prerreatment P10 levels in combination with 1288
genatype improve prediciion of SWR but not of BVE in patients with
HCW treatment
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La historia natural de la infeccién cronica por VHC durante el embarazo asi
como | os f actores der iesgo det ransmisiéon v ertical no hans ido ¢ laramente
establecidos. N uestro objetivo principal en la realizacion de la presente tesis fue
profundizar en el conocimiento de estos aspectos que consideramos de gran
importancia para poder efectuar una profilaxis en el futuro de la transmision vertical
del VHC.

La infecciéon por VHC es un pr oblema de s alud global ya que su elevada
prevalencia y su alta tasa de cronicidad determinan un impacto considerable en los
sistemas sanitarios actuales, ademas de los problemas que presenta para el
enfermo y la familia. La prevalencia de la infeccién por VHC en la poblacién general
en paises desarrollados esta estimada en torno al 1%, cifra muy similar a la que se
presenta en mujeres embarazadas [58]. La transmision vertical del VHC es la forma
predominante de contagio a los nifios después de la implantacién del control de los
productos s anguineos y sus der ivados ys e es timaquet endra uni mpacto

econdmico importante en décadas futuras [59].

En el capitulo | del presente estudio se evaltan los cambios en los niveles
séricos de ALT y carga viral durante la gestacién, parto y puerperio asi como su
implicacion en transmision vertical en gestantes infectadas crénicamente por VHC.
Se ha descrito que estas pacientes embarazadas suelen presentar un descenso en
sus valores séricos de transaminasas y un aumento de la carga viral en los ultimos
meses de embarazo [60]. En nuestro estudio no se disponian de datos clinicos o
muestras anteriores al embarazo, pero si que observamos niveles séricos de ALT
relativamente baj os ( <40 U /L)en| as det erminaciones r ealizadas dur ante | a
gestacion, de hecho, no se observaron diferencias significativas en sus niveles con
respecto al grupo control de madres gestantes con anticuerpos frente al VHC pero
ARN-VHC-vas.

La informacion bi bliografica r elativa a| puerperio es m uy reducida y c asi
inexistente y s e limita a d ocumentar que t ranscurrido cierto tiempo tras el parto
(generalmente m as de un afo), | os niveles de transaminasas son iguales a los
valores ant eriores al a gestacion [ 61]. N uestros dat os ex aminan el puer perio y
muestran que se produce un pico en los niveles de ALT entre los 3 y 6 meses tras

el parto y que dicho pico es debido a la infeccion por VHC al no presentarse dicho
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aumentoenel gr upode madresc ontrol. A demas es tei ncrementos e vio
acompafiado temporalmente con un descenso en su carga viral. Por otro lado, este
incremento esta asociado ala gestacién ya que se ha descrito en otros estudios
[61] que los pacientes con infeccion crénica por VHC pueden sufrir fluctuaciones en
la carga viral y en las transaminasas en p eriodos de tiempo, pero estos cambios
suelen ser poco importantes, en las gestantes que presentan estas oscilacion en el

postparto recuerdan al comportamiento de las infecciones agudas

Pero todas las gestantes infectadas crénicamente no se comportaron de la
misma f orma. A si, hem os des crito por primerav ez uns ubgrupo de m adres,
denominadas tipo B, en las que no se presenta esta variacion post-parto en s us
niveles de ALT ni carga viral. Estas mujeres presentaron preferentemente, niveles
bajos en s u carga viral en el parto (<600.000 Ul/mL), lo que nos sugiere que los
nivelesde| ac argav irals oni mportantes par a que s e pr oduzcan ¢ ambios
significativos e n | os n iveles s éricos de A LT, aun que n o explicaria el grupo de
madres tipo B que tienen alta carga viral.

El por qué se producen estos cambios en los niveles de ALT y de la carga
viral durante | a ges tacion y puer perio yp orqu € no s e producen e ntodas las
gestantes i nfectadas c rénicamente c on VHC, s on a spectos des conocidos. Estas
son dos cuestiones muy interesantes que pretendemos abordar experimentalmente,
através del estudio de factores gen éticos, hor monales e i nmunoldgicos en es ta
cohorte de gestantes. Es conocido desde hace mucho tiempo que durante el
embarazo se producen importantes cambios sistémicos no especificos que regulan
la respuesta inmune maternal para proteger al feto pero nada se ha estudiado con
respecto a este tema inmunoldgico r elacionado con el VHC y gestacion vy es tos
cambios en |l arespuesta inmune viralde Th1a T h2d urante la gestacion vy el
posterior paso a las condiciones iniciales Th1 en e | puerperio p odrian explicar en
parte estos cambios observados en los niveles de ALT y carga viral pero no
terminan de explicar el grupo de madres tipo B encontradas en nuestro estudio [62].
Ademas durante el em barazo se producen alteraciones h ormonales i mportantes.
Asi,| osni veless éricosdees trogenos y progesterona sei ncrementan

progresivamente y alcanzan un maximo durante el tercer trimestre de gestacion.
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Con | as per spectivas de t rabajo c omentadas an teriormente pr etendemos
profundizar en el estudio de la respuesta inmune y hormonal en esta cohorte de
madres y asi tratar de justificar la diferente evolucién descrita en este trabajo de la
enfermedad hepatica en las madres tipo A y B. Ademas, hemos encontrado cerca
de un 5% de ac laramiento viral es pontaneo d urante el puerperio que j unto con la
reduccion general observada en los niveles de la carga viral nos hacen pensar que
el puerperio puede ser un buen punto de inicio de tratamiento viral con los farmacos
clasicos o c on los de nu eva g eneracién y con prometedoras tasas de r espuesta

debido a estas particulares condiciones tras la gestacion.

Finalmente, en relacién a la transmision vertical del VHC hemos observado
una tendencia en la que el 80% de los nifios infectados verticalmente proceden de
madres tipo A y si tenemos en cuenta ambos criterios (carga viral y tipo de madre
en funcién de los niveles de ALT), se ha identificado por primera vez, un grupo de
madres (madres tipo B conc argav iral b aja) con m enor riesgo det ransmision
vertical (5%) en relacion al resto de madres. Ademas, en nuestra cohorte de estudio
se ha observado que la infecciéon por VHC no produce efectos deletéreos en el feto
ni anomalias durante el proceso de gestacion, no observandose un incremento en

el riesgo de complicaciones obstétricas.

En el capitulo 2 del pr esente es tudio s e ev alian | os f actores de r iesgo
asociados a transmision v ertical y cronificacion de | V HC en ni fios. Como se ha
comentado en apartados anteriores, la cronificacion del VHC representa la principal
causa de infeccién pediatrica por VHC actualmente, asi como la principal causa de
enfermedad hepatica crdnica en nifios. Por otro lado se conoce que entre el 10 y el
15 % de | os pac ientes i nfectados c ronicamente por V HC des arrollan c irrosis y
carcinoma hepatocelular, por lo que la transmision vertical de este virus es un tema
de vital r elevancia e ni nvestigacion biomédica. En| a ac tualidad, no ex isten
recomendaciones de tratamientos antivirales d urante la gestacion ni guias parala
prevencion d e lat ransmision vertical [ 63]. Se ha des critoqu e last asas de
transmision persistente de la infeccion (nifios con VHC crénico) esté entorno al 4-
8%, s in em bargo | a t ransmision v ertical t ransitoria en | os n ifos es m ucho mas
elevada, adquiriendo valores cercanos al 18% [64, 65]. Por lo tanto, la transmisién

materno-infantil es mas frecuente que lo generalmente descrito, ya que la mayoria
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de los estudios evaluan a los lactantes trascurrido cierto tiempo tras el parto
(generalmente mas de 1 afo) y por lo tanto no tienen en cuenta el aclaramiento
viral espontaneo que se ha descrito que es mas comun entre los nifios que en los

adultos, luego los datos bibliograficos disponibles presentan datos limitados [66].

Existe mucha controversia en cuanto a los factores de riesgo asociados a la
transmision vertical del VHC, algunos estudios han mostrado que la alta
concentracién sérica de ARN-VHC, asi como la coinfeccién con VIH presentan una
mayor pr obabilidad de t ransmisién [63, 67] . No o bstante otros es tudios no han
encontrado tales asociaciones [68, 69]. En nuestro estudio, encontramos que tanto
la carga viral alta en el momento del parto (>600.000 UI/mL) y la coinfeccién con
VIH estan as ociadas con un m ayor riesgo de transmisién v ertical. Otro aspecto
poco claro en la literatura cientifica, es el momento de la infeccién. Se sabe que tras
la exposicion al virus, se puede conocer si hay infeccibn o no transcurridos
solamente unos pocos dias tras la exposicidn, debido a la alta sensibilidad de las
técnicas de d eteccion m odernas. N uestros dat os i ndican qu el at ransmisién
materno-fetal, no ocurre durante la gestacion, ya que en el momento del parto asi
comoenm eses pos teriores| os v alores de A RN-VHC generalmente f ueron
negativos y s olos e convirtieron en positivos en aque llos nifios v erticalmente
infectados trascurridos mas de tres meses del momento del parto. La mayoria de
los ni fios i nfectados f ueron as intomaticos a pes ar del aumento de ALT, v alores
compatibles con una viremia aguda. Por otro lado, los niflos que aclararon el virus
recuperaron | os niveles normales de A LT. En cuanto al tipo de parto, los d atos
bibliograficos son heterogéneos. Asi un reciente meta-analisis que incluye los
resultados de 8 es tudios y 641 partos sugiere q ue el parto porc esarea no
disminuye el riesgo de transmisioén vertical del VHC [70]. Nuestros datos estan en
consonancia con este reciente estudio y no encontramos diferencias en relacién al
nacimiento por c esarea frente a a quellos hijos que nacieron p or via vaginal. El
estudio del genotipo viral mostré que no presenta relaciéon con transmision vertical,
sin embargo, cuando se analizé su influencia en el aclaramiento espontaneo (nifios
con viremia transitoria) frente a ni fios ¢ ronicamente i nfectados, enc ontramos una
asociacion entre genotipo viral 1 y cronificacién, confirmando los datos presentados

previamente por Bortolotti y colaboradores [71].
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Hay que comentar que muy pocos resultados han sido publicados en
cuanto a | os factores i nmuno-genéticos de | a transmision v ertical y c ronificacion,
limitandose c asi ex clusivamente a pol imorfismos de HLA clase |l y otros factores
deberian ser analizados con mas detalle. Con este claro objetivo partimos en
nuestro estudio. En pacientes adultos, se ha puesto de manifiesto en estos ultimos
afos, que variaciones genéticas en posiciones cercanas al gen de la IL28B estan
asociadas c onl ar espuestav iral alt ratamiento estandaras ic omoc onel

aclaramiento viral espontaneo en el genotipo viral 1 [72, 73].

Debido a estos datos en adultos nos propusimos analizar la importancia de
los SNPs de la IL28B descritos en adultos en transmisién vertical y en cronificacion.
Los resultados obtenidos fueron los primeros publicados en relacion a este tema y
muestran que el ge notipo de | a IL28B, tanto el materno como el del infante, no
tienen influencia en transmision vertical. Sin embargo, hemos puesto de manifiesto
por primeravez qu eel polimorfismoC C delallL28Bd elnifio esta as ociado
estadisticamente con aclaramiento viral espontaneo en los nifios verticalmente
infectados con VHC genotipo viral 1. Asi, el 83% de los recién nacidos con genotipo
CC de la IL28B infectados verticalmente aclararon el virus frente a solo el 22% de
los ni ios n 0-CC. Porotrolado, elgenotipodelallL28Bdelamadre notuvo
influencia en la cronificacion viral en el hijo. Como se ha comentado anteriormente,
este es el primer estudio que p one d e m anifiesto tal as ociaciéon y por tanto s on
necesarios mas estudios que traten de d ilucidar el mecanismo subyacente a es te
evento asi como el impacto clinico qu e dicho po limorfismo puede t ener s obre |a
infeccion por V HC e nel ni fov erticalmente i nfectado. Finalmente, | os dat os
aportados en la presente tesis s ugieren que las c aracteristicas m aternas son de
especial relevancia para la transmisién v ertical del VHC, y sin em bargo, son las
caracteristicas inmunoloégicas del hospedador (el nifio), las importantes en cuanto al
aclaramiento viral espontaneo. Por lo tanto, habria que hacer una distincion clara
entre factores d e riesgo d e transmision vertical y no confundirlos con factores de

riesgo de cronificacion.
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El analisis y discusion critica de | c onjunto d e obs ervaciones y r esultados

experimentales ¢ ontenidos en es tam emoria nos haper mitidof ormular! as

siguientes conclusiones:

CAPITULO 1

CAPITULO 2

La mayoria de las mujeres VHC-RNA+vas en el puerperio, sufren
un aumento de ALT con descenso de la carga viral, posiblemente

por la restitucién de la inmunidad Th1.

Existe una relacién directa entre alta carga viral en el parto e

incremento en los niveles de ALT.

Las m adres tipo B con carga viral baja presentan| at asa de

transmision vertical mas baja.

La carga viral alta de la madre es el unico factor de riesgo asociado

a transmision vertical del VHC.

El polimorfismo de | a IL28B no j uega ningun p apel en transmision
vertical, s in em bargo, el genotipo C C de la|L28B del nifio esta
asociado i ndependientemente ¢ on ac laramiento e spontaneo del

VHC en nifios infectados con genotipo 1.

Existe una alta tasa de aclaramiento viral en los nifios, superior a la

descrita para los adultos infectados con VHC.

Las mujeres ¢ on pol imorfismoC Cdel al L28Bt ienen m ayor
probabilidad de ser ARN-VHC negativo.

Las mujeres coinfectadas con VIH muestran mayor riesgode T V-

VHC a sus hijos.

Los niflos nacidos de madres c oinfectadas con VIH pr esentan

menor aclaramiento viral espontaneo.
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CONCLUSION FINAL

El em barazo m odifical ac inéticav iral y elc omportamientod e las
transaminasa en la mujeres infectadas crénicamente por VHC. La transmision
vertical del virus esta relacionada con factores virales de la madre (carga viral en el
parto) y la cronificacion o aclaramiento viral espontaneo con las caracteristicas del
nifio (genotipo CC de la IL28B).

PERSPECTIVAS

Aun permanecen aspectos de la transmision vertical del VHC desconocidos,
por lo que pretendemos continuar investigando otros factores como los antigenos
de hi stocompatibilidad delaclase HLA1 y2, enla madre y el nifio. T ambién
conocer el papel que pueden jugar las células mononucleares como reservorio del
VHC y el estudio de la dinamica de pobl aciones del VHC en | a gestacion y en el
puerperio: su importancia en la transmision vertical y en el curso de la infeccion en

las madres y en los recién nacidos
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