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RESUMEN

La Hepatitis C constituye un problema de salud publica y su transmisién esta claramente asociada con la
ruta parenteral. Sin embargo su agente causal, Virus de Hepatitis C (VHC), también ha sido aislado de
otros fluidos incluyendo la saliva, aunque la relacion existente entre VHC y la patologia bucal no esta
completamente dilucidada. El objetivo del presente estudio fue determinar la presencia de ARN-VHC en la
saliva de pacientes con Hepatitis C cronica. En la presente investigacion se evaluaron 24 pacientes
provenientes del Departamento de Hepatologia del Hospital Clinico Universitario, Universidad Central de
Venezuela, con infeccion por VHC. 5 ml de saliva no estimulada fue tomada de cada paciente. ARN-VHC
fue detectada por la técnica de Transcriptasa Reversa- Reaccidon en cadena de la Polimerasa (TR-RCP). En
29%, (7/24) pacientes VHC+, se observo la presencia de ARN-VHC en saliva. En este estudio, observamos
la presencia de ARN-VHC en la saliva de pacientes con infeccion crénica por VHC. Es necesario realizar
estudios epidemiolégicos a gran escala, para clarificar el significado biolégico de la presencia de este
agente viral en la saliva, incluyendo la potencial via de transmisién por la exposicion con este fluido.
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ABSTRACT

Hepatitis C is a worldwide public health problem and its transmisién is clearly associated with the
parenteral route, however, the virus has also been isolated from other body fluids, including saliva,
although the relationship between HCV and oral pathology is not clearly understood. The aim of this study
was to determine the presence of HCV-RNA in saliva from patients with chronic C hepatitis. In the present
investigation 24 patients, attended at the Hepatology Department, at the the Clinical Hospital University,
Central University of Venezuela, with HCV infection were evaluated . 5ml of unstimulated saliva were
taken of each patient. Saliva HCV-RNA was detected by Polymerase Chain Reaction (PCR). 29% (7/24) of
HCV+ patients showed HCV-RNA in saliva. In this study, we observed the presence of HCV-RNA in saliva
of patients infected with HCV. Further large-scale epidemiological studies are required to clarify the clinical
significance of HCV in the saliva, including the potencial for viral transmisién through exposure to these
fluids.
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INTRODUCCION

La infeccién por Virus de Hepatitis C, representa uno de los mayores problemas de salud publica en la actualidad, a nivel
mundial.(1) Diversos estudios epidemiolégicos han demostrado que otros fluidos ademas de la sangre, pueden constituir vias
potenciales de infecciéon por VHC, incluyendo la saliva. La posibilidad de que la transmisién de este agente viral pueda ocurrir
por una via no parenteral, es avalada por investigaciones que han demostrado la presencia de VHC en la saliva y otros fluidos
como lagrimas. (1-3)
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Virus de Hepatitis C (VHC) es considerado el principal agente etiolégico de la hepatitis postransfusional y hepatitis no A no B,
con una prevalencia global estimada cerca del 3%. (4). Aproximadamente del 60 al 80% de los individuos expuestos podrian
desarrollar una infeccién crénica y hepatitis, y cerca del 20% de estos, pueden eventualmente progresar a cirrosis y dafio
hepatico.

La infeccidn crénica esta asociada con un alto riesgo de carcinoma hepatocelular primario, asi como con manifestaciones
extrahepaticas. (4) y ha sido también relacionada con enfermedades autoinmunes con manifestaciones orales, tales como
liquen plano y Sindrome de Sjogren. (5,6,7).

Algunos estudios han demostrado la presencia de HCV-RNA en la saliva de pacientes infectados por hepatitis C, pero los
resultados son muy variables, reflejando esto la heterogeneidad de las poblaciones estudiadas, y la diversidad de las técnicas
empleadas.(7-10)

Los resultados obtenidos al respecto son muy contrastantes, con tasas de deteccion del virus que oscilan entre 0-100%, asi
como trabajos donde no ha sido posible demostrar su presencia, a nivel de saliva. (11, 12, 16-21)

Ha sido reportada una relacién directa entre la presencia del virus en la saliva y la carga viral en sangre. (22,23) Esto podria
sugerir una transferencia de particulas a partir de la saliva, via gradiente de concentracion, a la circulaciéon sanguinea. Sin
embargo, algunos autores puntualizan que la deteccién del ARN viral, no es necesariamente una contaminacion sanguinea
secundaria a

lesiones en la mucosa, o enfermedad periodontal. (14-24) También se ha propuesto que VHC podria entrar a la saliva via
surco gingival (13), pero ello no explicaria la presencia del virus en pacientes edéntulos como ha sido previamente
demostrado.(25)

El objetivo del presente estudio fue determinar la presencia de ARN de Virus Hepatitis C, en la saliva de un grupo de pacientes
con Hepatitis C Croénica.

MATERIALES Y METODOS

Pacientes: En el presente estudio se evaluaron 24 pacientes con Hepatitis C Cronica, seleccionados al azar del Departamento
de Hepatologia del Hospital Clinico Universitario. Los siguientes criterios de inclusion fueron aplicados: presencia de ARN-VHC
en sangre diagnosticada por ELISA (tercera generacién), confirmada por Reaccién en Cadena de la Polimerasa (RCP), ausencia
de enfermedad hepatica concomitante (hepatitis A, hepatitis B), ausencia de infeccién por VIH-SIDA, no haber recibido
tratamiento previo con interferon, ausencia de embarazo y la participacion voluntaria en el estudio, manifestada a través del
consentimiento informado, obtenido de cada uno de los pacientes.

TOMA DE LA MUESTRA: 5 ml de saliva no estimulada fue obtenida de cada uno de los pacientes escupiendo directamente
dentro del tubo y mantenidas a -70°C hasta el momento de su procesamiento.

Transcripcion Reversa y Reaccion en cadena de la Polimerasa (RCP): El ARN fué extraido de la saliva usando
precipitacion con cloroformo-isopropanol. EI cADN fue sintetizado por transcripcién reversa en una mezcla que contenia el
acido nucleico, 500l de inhibidor de ARNasa, 50 uM de cada dNTP, 5 pmol del primer CA: CAACACTACTCGGCTAGCAGT
(nucledtidos 229-329) (26), 4ul de buffer de transcripcion reversa (BRL) y 20 U de transcriptasa reversa M-MLV (BRL).

Posteriormente se realizé la RCP con 10 pl de esta muestra en una solucién que contenia 50 mM KCI, 10 mM Tris HCI pH 8,3,
2mM Mgcl2, 200pM de cada dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dUTP), 10 pmol de los iniciadores C3: GGC-GACACTCCACCATAGAT
(nucledtidos 1-20) (26) y C4. Se realizaron 35 ciclos (90 seg, 94°C/2min, 40°C/2min, 68°C) en un termociclador (Perkin
Elmer Thermal cycler), usando 2 U Taq polimerasa. El producto final amplificado, fue separado por electroforesis en geles de
agarosa al 2%, y coloreados con bromuro de etidio para su visualizacion bajo luz ultravioleta, para apreciar las bandas
correspondientes

ANALISIS ESTADISTICO: Para tal fin los resultados se analizaron aplicando el t de Student y Chi cuadrada

RESULTADOS
Deteccion de ARN-VHC: De las muestras analizadas por TR-RCP, se obtuvo que de las 24 muestras de saliva estudiadas,
7/24 (29%) fueron positivas para la presencia del genoma viral, mientras que 17/24 (71%) fueron negativas. (Gréafico N°1).

En las figs. 1a, 1b, 1c, y 1d, es posible apreciar las muestras positivas para la presencia del genoma viral de VHC en la saliva.
Se puede visualizar una banda entre 260 y 300 pares de base (pb), caracteristica de la amplificacién de la region 5' delimitada
por los oligonucleétidos iniciadores. Ademas, se pudo observar una banda de 261 pb, correspondiente al producto de
amplificacion del control positivo

Grafico N° 1
Deteccion de ARN-VHC en saliva mediante la técnica TR-RCP
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@ TR-RCP- |

Electroforesis en gel de agarosa del producto de amplificacién de la Nested-PCR en
muestras de saliva

Carril 1: Marcador de Peso Molecular lambda leader 100 pb
Carril 2: Control positivo

Carril 4: Muestra de saliva positiva para VHC

Carril 3, 5, 6: Muestra de saliva negativas para VHC

Carril 7: Control negativo
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Carril 1: Marcador de Peso Molecular lambda leader 100 pb
Carril 4: Muestra de saliva positiva para VHC
Carril 2, 3, 5, 6, 7: Muestra negativa

Carril 1: Marcador de Peso Molecular lambda leader 100 pb
Carril 11: Muestra de saliva positiva para VHC
Carril 15: Control positivo
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Carril 1: Marcador de Peso Molecular lambda leader 100 pb
Carril 5, 9, 10: Muestra de saliva positiva para VHC

Con respecto a la edad es posible observar que de los 7 pacientes en cuyas muestras de saliva se detect6 el genoma de VHC,
el 57% (4/7) se ubico en el rango de edad entre 34-55 arfios, seguido por el 43% (3//) entre 56-67 afios.

En referencia al sexo, del total de los pacientes a los que se les detect6 la presencia del genoma viral, 71% (5/7) pertenecian
al género masculino, y el 29% (2/) al género femenino, en contraste con los pacientes negativos para el agente viral, de los
cuales, el 41% ( 7/17) fueron del género masculino, y el resto, 59% (10/17) al femenino

DISCUSION

La hepatitis es una inflamacién del higado que puede ser causada por bacterias, alcohol, traumas y virus, entre ellos VHC, el
cual pertenece a la familia Flaviviridae, siendo un virus pequefio con genoma ARN monocatenario; es hepatotrépico y
linfotrépico; se replica lentamente en el hepatocito, con una extraordinaria variabilidad genética que posiblemente le permite
escapar de la respuesta inmunolégica del hospedero. Se conocen varios genotipos de este virus. (27,28)

Las rutas de adquisiciéon de la infeccién por este virus son principalmente por via parenteral. (27). Otros autores reportan otras
formas de contagio tales como, accidentes laborales, transfusiones sanguineas, hemodidlisis, tatuajes y compartir jeringas;
esta Gltima en relacién con el habito de consumo de drogas intravenosas. (13, 29, 30)

De igual forma, ha sido reportado (10), que otros fluidos pueden actuar como portadores del virus, planteando la posibilidad
de que la saliva sea una importante via de contaminacion por sus caracteristicas y contenido. Asimismo, ha sido sefialado que
el contacto sexual y las relaciones sexuales con multiples parejas pueden constituir otra via de contagio. (31,32)

La identificacién de VHC en otros fluidos diferentes a la sangre es importante para evaluar las posibles vias de transmisiéon no
parenterales. El papel que juegan los fluidos de la cavidad bucal en la transmision de este agente viral, es muy controversial,
por ello nos propusimos en el presente trabajo la deteccién del genoma viral en muestras de saliva de pacientes con Hepatitis
C cronica.

Nuestros resultados, empleando la TR-RCP, una técnica altamente sensible y especifica, demostraron la presencia del ARN-
VHC en el 29% de las muestras evaluadas. Al respecto, otros grupos de investigacion han reportado resultados similares a los
nuestros, (12, 16, 18, 20, 21, 33) habiéndose también sefialado su presencia a nivel del fluido crevicular. (13).

Aungue VHC es un virus hepatotrépico, existen evidencias convincentes del linfotropismo de este virus, observado en tejidos
de cultivo (33). VHC ha sido ampliamente detectado en células mononucleares sanguineas en pacientes con infeccién crénica
por el virus, y las diferencias en la identificacion de especies dentro del suero y las células mononucleares sanguineas,
sugieren que la replicacion ocurre dentro de estas ultimas. (29,30,34).

Las células mononucleares infectadas con el virus, podrian transferirse a la saliva a través de lesiones en las mucosas, o por
enfermedad periodontal, o a través de un gradiente de concentracién hacia el surco gingival.(35)

La deteccion de ARN-VHC en muestras de la mucosa bucal de pacientes con Hepatitis C crénica, indica que esta puede ser una
puerta de entrada para la infeccién por este virus, el cual infecta las células epiteliales y se replica dentro de ellas.

La replicacion viral en la mucosa bucal, es probablemente un factor en la etiopatogénesis de algunas manifestaciones
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extrahepaticas intraorales, asociadas con VHC, como el liquen plano.(28)

Estudios epidemiolégicos sugieren que la capacidad infectiva de las particulas virales de VHC en la saliva, es baja (11, 24) y no
existen evidencias de que el virus se puede diseminar por estornudos, tos, besos o utensilios compartidos. Ademas la
prevalencia de la infeccion es similar entre trabajadores de la salud expuestos a la saliva, y la poblacién general (3, 6).

Ha sido sugerido que VHC aislado de la saliva, puede derivarse de las glandulas salivales, (25) ya que se ha demostrado la
replicacion viral dentro de las glandulas.(28) Esto podria explicar el porque, VHC es ocasionalmente detectado en la saliva,
pero no en el suero de algunos pacientes. También existe una posibilidad de que el virus exista dentro de las células de la
mucosa epitelial. Asi, VHC ha sido identificado en el tejido de la mucosa, como de glandulas salivales de pacientes con liquen
plano bucal, usando varias técnicas tales como hibridizacién in situ y TR-RCP. (10, 28)

Podrian entonces, existir varios mecanismos implicados en la penetraciéon de VHC dentro de la saliva y el fluido crevicular.
Estos hallazgos tienen importantes implicaciones desde el punto de vista médico, considerando la importancia de la
transmisién del virus para los trabajadores de salud, asi como su epidemiologia.

En este estudio, observamos la presencia de ARN-VHC en la saliva de pacientes con infeccién crénica por VHC. El hecho de que
el genoma viral este presente en la saliva de pacientes con hepatitis crénica, provee bases biol6gicas para la potencial
transmisidn de este virus via saliva contaminada. Es necesario realizar estudios epidemioldgicos a gran escala, para clarificar
el significado de la presencia de este agente viral en la saliva, incluyendo la posible fuente de diseminacion de la infeccién, por
la exposicidn con este fluido.
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