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INTRODUCCION y ANTECEDENTES



1.1Virologia de 1a Hepatitis C.

1.1.1 Caracteristicas generales del virus.

El virus de la hepatitis C (VHC) es de pequefio tamafio, aproximadamente 50 nm de
diametro, cuyo genoma es lineal, no segmentado, de unos 9,6 kilobases de longitud y esta
constituido por una sola cadena de ARN de polaridad positiva (ssARN+) '. Tanto por su
estructura, como por su organizacion gendmica y ciclo de replicacion, se engloba dentro de la
familia Flaviviridae, género Hepacivirus (lnica especie dentro de este género) ~°. El VHC
estd envuelto por una doble capa lipidica, en la que se situan las glicoproteinas E1 y E2,
implicadas en la entrada viral. Dicha envuelta rodea a una estructura, aiin no bien conocida,
formada por la proteina viral core, en cuyo interior se localiza el genoma viral. Actualmente,
debido en gran medida a la heterogeneicidad del virus, no existe un modelo detallado del
mismo, de ahi que aun se desconozca si las proteinas core se organizan formando una

nucleocéapsida regular o si se encuentran formando una matriz amorfa que rodea el genoma
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viral ",
Mr. Torsten Schaller Figura 1. Virus de la hepatitis C. Mark Harris
Immunology & Molecular Pathology. Distribucion de proteinas del VHC en
Proteinas virales asociadas a gotas lipidicas células de hepatoma



Una caracteristica importante del VHC es, que en los pacientes infectados, éste circula en
el torrente sanguineo asociado a lipoproteinas de baja (LDL) y muy baja densidad (VLDL).
Por ello, las particulas virales circulantes también reciben el nombre de lipo-viroparticulas
(LVP), las cuales se caracterizan por presentar una estructura esférica con didmetros

superiores a los 100 nm (Figura 1).

1.1.2 Estructura y organizacion genomica del virus.

Como apuntamos anteriormente, el genoma del VHC esta formado por una tinica molécula
de ARN de sentido positivo con una longitud de 9,6 kb. A diferencia de los ARNm de las
células eucariotas, el genoma de ARN del virus C es idéntico a su ARNm, y por tanto puede
ser directamente traducido por la célula huésped. Dicho genoma no contiene ni el “cap” en el
extremo 5’ ni la cola de poly-A, tipica de los ARNm de las células eucariotas, presentando
una Unica pauta de lectura abierta y, por tanto, un tnico inicio de lectura (ORF), codificando
una poliproteina precursora de unos 3.010 aminoacidos (Aa). Esta region codificante se
encuentra flanqueada por dos regiones altamente conservadas no codificantes en los extremos
5" v 3’ (UTRs) y que son fundamentales tanto en la traduccion como en la replicacion del
ARN viral *.

Laregion 5 UTR, formada por unos 341 nucledtidos, es una region muy conservada entre
los diferentes aislados del virus, con analogias superiores al 98% ’ y localizada junto a los
primeros 30-40 nucleotidos de la region codificante del core. Su funcidn principal es facilitar
la unién de la subunidad 40S del ribosoma de la célula hospedadora al ARN virico para iniciar
la traduccién del mismo de forma independiente **°

La region 3° UTR se agrupa en tres segmentos: una zona variable de entre 30-60
nucle6tidos hacia el coddén de terminacién, seguido de una secuencia de poli-
uracilo/polipirimidinas de longitud variable y la regioén terminal de 98 nucleétidos, la cual es
la regidn mas conservada del genoma del virus C y esencial para su replicacion N igura

2).
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1.1.3 Caracteristicas moleculares y funcionales de las proteinas virales.

El proceso de traduccion del genoma del VHC da lugar a un polipéptido, el cual es
procesado co- y post-traduccionalmente en el reticulo endopladsmico tanto por proteasas
virales como celulares, dando lugar a la producciéon de 10 proteinas. Estas proteinas se

clasifican en estructurales y no estructurales.

FNCR 5 FHCR
1 Translation
4| structural l nonstructural{N5) le
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ProcessingBY ___ Ns2/3 autoprotease
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Figura 2. Organizacion genomica del VHC y tipos de proteinas .

Proteinas estructurales

Core. Durante el proceso de traduccion, la poliproteina es transportada al reticulo
endoplasmico, donde tiene lugar la maduracion de la proteina core, resultando en una proteina
de 171 Aa. Es la precursora de la capside viral que contiene el genoma viral. Por otro lado,
presenta funciones reguladoras y participa en el ensamblaje de los viriones, la union del ARN

viral y regulacion de la traduccion del ARN viral ",



E1 (gp35) y E2 (gp70). Ambas son proteinas que dan lugar a la envoltura de la nucleocapside
viral, las cuales se encuentran altamente glicosiladas '°. El complejo E1-E2 esta implicado en
la adsorcion del virus hacia sus receptores CD18-tetraspanina y lipoproteinas de baja densidad
(LDL-r), induciendo la fusion de la envoltura viral con la membrana plasmatica de la célula
huésped 715 Sin embargo, aun no se conoce con exactitud el mecanismo de entrada del virus,
habiéndose identificado otros posibles factores del huésped implicados en éste proceso.

Proteinas p7 y NS2. Estas dos proteinas juegan un papel importante en el ensamblaje de las
particulas virales y en la salida del virus desde la célula, si bien no son requeridas para la
replicacion viral. La p7 es una proteina de membrana que en el reticulo endoplasmico forma
un canal i6nico esencial para la produccion de viriones infectivos, pudiendo llegar a ser una
posible diana terapéutica '*’. Por su parte, la proteina no estructural NS2, junto con la regién
N-terminal de la proteina NS3, dan lugar a una auto-proteasa zinc-dependiente que induce la

escision entre NS2 y NS3.

Proteinas no estructurales

NS3. La proteina NS3 es una molécula funcional, que presenta tres actividades enzimaticas:
serin-proteasa, ARN helicasa y NTPasa. Para llevar a cabo su actividad, requiere estar
asociada a la proteina NS4A, responsable del procesamiento de la parte no estructural de la
poliproteina. Gracias a las actividades NTPasa y ARN helicasa, facilita la traduccion y
replicacion del genoma viral. La proteina NS3 podria tener un papel directo en la patogénesis
del virus, ya que se ha demostrado que la expresion de NS3 transforma las lineas celulares
NIH 3T3 e induce tumores en “nude mices” *°. Debido a este papel esencial en la infectividad
del virus, esta proteina se convierte en una de las principales dianas terapéuticas para el disefio
de los nuevos antivirales * **.

NS4A. Actia como cofactor de la serin-proteasa NS3, ademés de estar involucrado en el
anclaje de NS3 en el reticulo endoplasmico aumentando asi su estabilidad ?,

NS4B. Es una proteina integral de membrana que en los hepatocitos se localiza en el reticulo

endoplasmico. Su dominio N-terminal es de naturaleza anfipatica, facilitando su union al



reticulo endopldsmico. Este dominio es crucial para la replicacion del virus y por tanto, una
buena diana para el desarrollo de nuevos antivirales y/o vacunas *’.

NS5A. Es una fosfoproteina anclada a membrana y de uniéon a ARN. A pesar de no conocerse
con exactitud su funcion, parece tener un papel en la replicacion del ARN, ya que su
fosforilacion estd mediada por diferentes kinasas celulares. Una de las propiedades de mayor

importancia es la presencia de un dominio llamado region determinante de la sensibilidad a

IFN-a (ISDR), adquiriendo un papel de gran interés en la respuesta al tratamiento con IFN-o
*7_ Por otro lado, se ha observado que la presencia de ciertas mutaciones en la region ISDR
esta estrechamente relacionada con tasas mayores de respuesta viral sostenida ** %%,

NS5B. Representa la ARN-polimerasa ARN-dependiente viral (RdRp), clave para la sintesis
de nuevos genomas virales de ARN. En la célula huésped, esta polimerasa se encuentra
localizada en el citoplasma, presentando su centro activo en un dominio de tipica estructura en
forma de “mano derecha” . A diferencia de las ADN y/o ARN polimerasas de mamiferos, el
subdominio creado por los dedos y el pulgar forman un centro activo cerrado para la union
especifica de nucleotidos trifosfatos.

La polimerasa NS5B induce la sintesis de la cadena negativa de ARN del virus, la cual es
posteriormente utilizada como molde para la sintesis de la cadena positiva de ARN que servira
como genoma en los nuevos viriones. Esta estructura unica hace que esta polimerasa del virus
C se convierta en una diana clave para el desarrollo de nuevos farmacos antivirales, como
inhibidores andlogos de nucleésido y no analogos de nucleésido. Tanto NS5B como NS3 son
enzimas claves para la replicacion del virus y, por ello, actualmente se estan desarrollando
nuevas terapias especificas para el bloqueo de su actividad.

Proteina F. Ademas de las diez proteinas procedentes del ORF del VHC, en 2001 se
descubrid una nueva proteina o marco de lectura F, localizada en la region del core de algunos
aislados genotipos 1 del virus. Actualmente no se conoce el papel que desarrolla en el ciclo

. 31
del virus ™.



Cp peglFN-a 2a y Rbv, cinética viral e IL28B

1.1.4 Ciclo viral.

Debido a la ausencia de modelos animales experimentales y de sistemas de replicacion
eficientes tanto in vitro como in vivo del virus, hasta ahora, no se ha podido conocer con
exactitud su ciclo, asi como los mecanismos posibles implicados en la entrada del virus en la

célula.

® i 4 o
w Q Transport
Receptor binding (' and release

and endocytosis

Fusion and

Virion
assembly

RNA

Translation and replication

polyprotein processing

Figura 3. Modelo actual del ciclo vital del VHC.

EASL 43rd Annual Meeting of the European Association For The Study Of The Liver
Milan, Italy April 23-27, 2008

Union y entrada del virus a la célula.

La unidn del virus a la célula esta facilitada por varias moléculas o receptores localizados
en la superficie celular. El receptor hasta ahora mas ampliamente estudiado es la tetraspanina
(CD81). Esta molécula se expresa en una gran variedad de células, principalmente hepatocitos
y células mononucleadas de sangre periférica (PBMCs). Sin embargo, estudios recientes han
demostrado que el receptor CD81 no es suficiente por si mismo para la entrada viral y que

requiere de otros cofactores, como el receptor “scavenger” (o receptor “barredor”) clase B tipo



I (SR-BI). El proceso de union del virus a la célula se inicia tras la interaccion de la
glicoproteina E2 de la envoltura del virus y el glicosaminoglicano heparan sulfato (GAG) de
la superficie celular 23 Ppor otro lado, el VHC inicia la infeccién en el hepatocito a través de
la interaccion con los receptores LDL-r. Este proceso puede estar mediado bien por VLDL o
LDL ** %, A su vez, la proteina SR-BI actua como receptor tanto para el LDL como HDL

36,

resaltando asi el papel de estas moléculas en la infectividad del virus ** /. En algunos

estudios, se ha demostrado que la uniéon del virus a este receptor SR-BI es un requisito

38, 39
. Otros factores

indispensable para su posterior interaccion con el receptor CDS81
relacionados con la célula e implicados en este proceso han sido identificados, tales como la

claudina-1 (CLDN-1) y la ocludina (OCLN), proteinas fundamentales para las uniones entre

hepatocitos *’.

Fusion con la membrana celular.

Tras la adhesion del virus a la superficie celular, la nucleocapsida del virus es liberada al
citoplasma celular quedando libre el genoma viral como resultado del proceso de endocitosis
llevado a cabo entre la membrana celular y la envuelta de origen lipidico del virus. La fusion
es llevada a cabo por proteinas virales especializadas y tiene lugar mediante un proceso de

. . ., . .. . . 41, 42
internalizacién mediado por endosomas siguiendo un mecanismo pH-dependiente .

Traduccion del ARN y proceso post-transduccional.

Tras el proceso de fusion de la capside viral, tiene lugar la liberacion del ARN viral al
citoplasma celular donde actlia como ARNm para la sintesis de la poliproteina del virus. La
traduccion del genoma esta controlada por la region IRES (“Internal ribosome entry side ™)
localizada en la region 5° NTR del genoma. Dicha region media la iniciaciéon de la traduccion
cap-dependiente de la poliproteina del VHC mediante el reclutamiento de dos proteinas

43 44

celulares, factores de iniciacion de eucariotas elF2 y 3, y proteinas virales . IRES forma un
complejo de pre-iniciacion estable uniéndose a la subunidad 40S del ribosoma, facilitindose

de este modo el inicio de la traduccion del ARNm viral.



Replicacion.

El proceso de replicacion del virus C no se conoce por completo. La enzima clave de este
proceso es la NS5B o ARN polimerasa ARN-dependiente (RdRp) *. La RdRp utiliza la
cadena positiva de ARN del VHC como molde para la sintesis de su cadena intermedia de
sentido negativo, con el fin de producir posteriormente numerosos genomas de ARN de
cadena positiva, que seran utilizados para la traduccion de la poliproteina, sintesis de nuevos

mediadores de la replicacion y/o formacion de nuevas particulas virales.

Ensamblaje y liberacion del virus.

Del mismo modo, debido a la falta de modelos de estudios, no se conoce con exactitud el
mecanismo de este proceso. Hasta ahora se conoce que la proteina core desempeiia un papel
fundamental en este proceso. Las proteinas del core son capaces de ensamblarse consigo
mismas dando lugar a particulas parecidas a la nucleocapside. El proceso de ensamblaje del
virus tiene lugar en el reticulo endoplasmico *, y pequefias cadenas de lipidos también
parecen estar involucradas en la formacion de estas particulas > **. Mediante el uso de
anticuerpos especificos, se ha podido comprobar que estas particulas virales presentan
proteinas del core, como la glicoproteina E2, indicando que dichas estructuras podrian

representar virus de la hepatitis C infectivos. *’.

1.1.5 Diversidad genética y evolucion.

Debido a la falta de mecanismos de correccion de error de la ARN polimerasa del virus C
y su alta tasa de replicacion (10'' nuevas particulas de VHC/dia y una vida media del virién de
2 a 3 horas) ¥, tiene lugar el desarrollo de una rapida acumulacion de mutaciones en el virus.
La tasa promedio de fijacion de mutaciones esta entre 1.1 y 1.5 x 10” mutaciones por

L ~ 41, 42
nucledtido por afio

. Podemos encontrar multiples variantes del VHC tanto en plasma
como en higado de individuos infectados. Debido a esto, en cada paciente infectado por el

virus de la hepatitis C pueden existir diferentes poblaciones o quasiespecies del virus, cuyos

genomas estan estrechamente relacionados pero presentan diferencias en las secuencias



(cambios de nucledtidos) ™ .

Cada mutante presenta una mayor o menor capacidad
replicativa o “fitness”, de tal forma que todos ellos compiten por producir nuevos genomas y
se encuentran sometidos a seleccion natural.

En el caso del VHC, la mutacidon y la recombinacion son los dos mecanismos de variacion
conocidos que permiten la persistencia y adaptacion del virus a cambios ambientales. Una de
las mayores presiones selectivas a las que se encuentra sometido el virus es el sistema
inmunolégico del huésped al que infecta. Existen evidencias de que la respuesta inmune
celular podria dirigir la seleccion de variantes especificas dentro de las quasiespecies. Por lo
que las variantes del virus proveniente de sangre reflejarian la produccion de virus, asi como

. r : 52,53
la seleccion a la que esta sometido .

La extensa variabilidad genética del virus C varia a lo largo de su genoma, existiendo
regiones de mayor variabilidad, como el segmento que codifica el dominio amino-terminal de
la glicoproteina E2, llamado HVR-1, y a su vez, zonas de menor variacion genética, como el

54,55

gen core y los segmentos 5’ y 3° UTR

Genotipos y subtipos.

Ademas de la gran heterogeneidad existente entre las secuencias del virus presente en un
mismo paciente, dando lugar a la generacion de quasiespecies, hay que destacar la gran
diversidad genética que podemos encontrar en las secuencias de diferentes individuos,
apareciendo asi los diferentes genotipos del VHC.

Actualmente se conocen al menos 6 genotipos mayores del virus C y hasta 11 subtipos
diferentes entre si, existiendo una variabilidad entre sus secuencias de hasta el 50% y, con
ello, evidencias que demuestran diferencias tanto en la transmisibilidad y tasa de replicacion,
asi como en la progresion de la enfermedad hepatica y en la respuesta al tratamiento con
interferon ™.

Entre los diferentes genotipos del VHC, existen a su vez subgenotipos o bien llamados
subtipos, los cuales presentan analogias entre sus secuencias en un 75-85% fundamentalmente

56, 57

en las regiones del core-E1 y NS5B del genoma . Sin embargo, cuando hablamos de las



variantes cuasiespecies, estas mismas regiones son idénticas en un 91-99% en un mismo
paciente . En cuanto a la distribucién geografica, es muy variable en todo el mundo,
predominando algunos genotipos y subtipos en determinadas areas geograficas. Dicho
fendmeno podria explicarse debido a las diferentes vias de transmision y los continuos
movimientos de la poblacion. Asi, por ejemplo, los genotipos 1, 2 y 3 se distribuyen

ampliamente por Europa occidental, EEUU y Japdn, mientras que el genotipo 4 predomina en

59, 60

Africa del Norte y Central y Oriente Proximo (Figura 4)
A su vez, los subtipos la y 1b son los mas frecuentes y causan mas del 40% de todas las
infecciones por VHC en EE.UU ”. Estos subtipos son predominantes en Europa,

especialmente el 1b, que es el més prevalente en el Sur y Este de Europa *.
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Figura 4. A) Principales genotipos en paises industrializados y su principal asociacién con grupos de

riesgo especificos. B) Genotipos y subtipos VHC detectados en zonas endémicas
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1.2 Epidemiologia e Historia Natural

1.2.1 Epidemiologia.

La infeccion por el VHC es actualmente una de las enfermedades de mayor impacto a nivel
mundial. En Europa y EEUU representa la principal causa de hepatitis cronica y una de las
principales causas de muerte e indicacion de trasplante hepatico por insuficiencia hepatica y/o
hepatocarcinoma. La organizacion mundial de la salud (WHO), estimd en el afio 2011 que el
niumero de casos de infectados en todo el mundo alcanzaba entre 130-170 millones de
personas, lo que supone entre un 2-2,5% de la poblacién mundial *.

El VHC es uno de los siete virus hepatotropicos conocidos hasta el momento (A, B, D, E,
F y G), descubierto en 1989 y llamado previamente como virus de la hepatitis No A, no B *.

La prevalencia de la infeccion por VHC es diferente entre las distintas areas geograficas de
todo el mundo. Asi, en paises como Egipto la tasa de prevalencia es del 22%, mientras que en
Africa o Asia la prevalencia es mas elevada que en América del Norte y Europa. Un aspecto a
destacar de la infeccion es que de todas aquellas personas con anticuerpos frente al VHC, el
80-90% de ellas son ARN-VHC positivas, asumiéndose por tanto que entre el 10-20% de éstas
aclaran el virus espontaneamente. En Europa el nimero de personas con viremias positivas es
de aproximadamente 2-5 millones.

Los grupos de mayor riesgo para contraer la infeccidon son, en mayor grado, los usuarios de
drogas por via parenteral (UDVP) y, en menor medida, aquellas personas que fueron
sometidas a transfusiones sanguineas antes de 1991. Resulta dificil conocer el tiempo de la
infeccion al diagnostico, sin embargo, el ntimero de nuevas infecciones ha disminuido
bastante durante las Gltimas décadas. Este descenso se asocia en gran medida a la disminucion
del nimero de UDVP, mientras que, por el contrario, en estos tltimos afios se ha observado un
aumento considerable en la tasa de nuevas infecciones de hepatitis C aguda en pacientes

homosexuales infectados por el VIH ** .
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1.2.2 Transmision.

La transmisiéon del VHC requiere el contacto entre viriones infectivos y células
susceptibles y permisibles para su replicacion, apartado detallado anteriormente en el ciclo
viral. La exposicion al virus de la hepatitis C por via parenteral es el mecanismo de
transmision mas eficiente. En Europa y EEUU, el uso de drogas via parenteral o la exposicion
a transfusiones sanguineas es la forma mas comun de contraer la enfermedad, aunque a partir
de los afios 90 gracias a los test de screening de rutina en sangre, la incidencia de infecciones
debido a transfusiones ha disminuido drasticamente a indices de entre 0,1 y 2,33 por millén de
donaciones *. Sin embargo, en paises en vias de desarrollo, el alto coste econémico de estas
técnicas de screening impide el control necesario para asegurar una transfusion mucho mas
segura. Otras vias o rutas de transmision conocidas son: la transmision sexual, tratamientos
con hemoderivados, infeccion nosocomial (hemodialisis, cirugia, endoscopia, trasplante de
organos, tratamientos odontolégicos, personal sanitario), transmision materno-infantil, tatuajes

y piercings.

1.2.3 Patogénesis.
1.2.3.1 Infeccion Aguda.

En el momento en el que el virus entra en contacto con el huésped por cualquiera de las
vias anteriormente mencionadas, se disemina a través del torrente sanguineo llegando al
hepatocito, su principal célula diana, comenzando asi su ciclo replicativo en el citoplasma. Es
en esta fase inicial de la infeccion cuando hablamos, desde un punto de vista clinico, de
infeccion aguda de la hepatitis C “. El marcador més precoz de infeccién es la presencia de
ARN del VHC, que aparece en sangre entre 1 y 4 semanas antes de la elevacion de las

. 70-
transaminasas

-72 . . . .
. El pico de viremia se alcanza entre las primeras 4-8 semanas de la
infeccion y posteriormente cae a niveles inferiores, coincidiendo con la seroconversion de los

pacientes (Figura 5) ’
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Figura 5. Curso de la infeccion aguda y aclaramiento viral del VHC.

En algunos casos, los niveles de ARN-VHC llegan a ser indetectables durante los primeros
meses de la infeccion, permaneciendo indetectable indefinidamente, es a este fenémeno lo que
llamamos “aclaramiento viral”, que tiene lugar en tan sélo el 15-25% de los pacientes con
infeccion aguda. En otros casos, se desarrollan fluctuaciones en los valores de viremia que

. . . 70, 74-76
pueden durar hasta seis meses, y posteriormente permanecer constantes o persistentes .
La aparicion de rebrotes virales podria representar un escape del virus a una respuesta inmune

52,77-79 . . : :
. En general, la persistencia de la viremia ocurre en el 75-85%

inicialmente satisfactoria
de los casos de infeccion aguda desarrollandose la cronicidad de la infeccion con niveles de
viremia inferiores a los que se alcanzan durante la infeccion aguda.

Los mecanismos involucrados en el proceso de aclaramiento viral son poco conocidos
hasta el momento. Datos clinicos y epidemioldgicos sugieren que algunos factores del
huésped son criticos en este proceso. Aquellas personas con una mayor probabilidad de
aclarar el virus desarrollan mayores sintomas clinicos, como por ejemplo ictericia, astenia y

anorexia, lo cual se relaciona con una mayor respuesta inmunoldgica frente al virus. Aun asi,

es dificil de explicar los mecanismos inmunoldgicos involucrados en la respuesta frente a la

infeccion por el VHC.
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1.2.3.2 Inmunidad Humoral y Celular.
Inmunidad humoral.

En los primeros meses de la infeccion se detectan en sangre anticuerpos frente a multiples
antigenos correspondientes tanto a genes estructurales como no estructurales del virus. Como
se puede observar en la Figura 5, la seroconversion de los pacientes coincide en el tiempo con
un descenso en la carga viral del VHC, a pesar de ello, esto no supone la eliminacion total del
virus. Aun asi, la respuesta inmune humoral podria estar involucrada en la neutralizacion de
ciertas variantes del virus en determinados individuos. Se han descrito casos en los que tras la
administracion de inmunoglobulinas se alcanza la indetectabilidad viral en algunos receptores
de transplante hepatico con anticuerpos anti-VHC.

En personas con aclaramiento viral, parece existir un descenso en la respuesta frente al
VHC mediada por anticuerpos, mientras que la respuesta inmune celular mediada por
linfocitos T CD4" permanece constante. Todos estos datos sugieren que la respuesta mediada
por anticuerpos podria tener un efecto neutralizante frente al virus e incluso limitar la
severidad y riesgo de padecer infecciones recurrentes, aunque a pesar de ello, no es suficiente

.. .y . . 75, 80
para una eliminacion directa del virus .

Inmunidad Celular.

Existen numerosos estudios que sefialan el papel critico que la respuesta inmune mediada
por células T ejerce en el control de la viremia. Se ha observado, que los pacientes con
infeccion persistente por el VHC presentan en sangre periférica niveles altos de linfocitos T

+ 81, 82

CD8" especificos de VHC, superiores a los niveles de células T CD4 . Una mayor
respuesta mediada por linfocitos T citotoxicos (CTL) en sangre periférica e higado parece
estar asociada con menores niveles de ARN-VHC circulante. De hecho, se han encontrado
CTLs especificos contra VHC en personas expuestas al virus pero que nunca desarrollaron

anticuerpos ni viremias, si bien ain no se conoce la razéon por la cual no tiene lugar la

seroconversion en estos pacientes.
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Los linfocitos T citotoxicos CD8" activados (CD69) reconocen a los hepatocitos
infectados porque expresan antigenos virales en su membrana, destruyéndolos por citolisis
directa o mediante induccion de apoptosis. Pero también las células NK, linfocitos T no
especificos y otras células mononucleares reclutadas en el foco inflamatorio participan en la

destruccion hepatocelular . Parte de estos linfocitos T CD8" especificos para VHC son

incapaces de producir interferon Y y expresan proteinas reguladoras como la proteina PD1
(“programmed death 1) tanto en sangre periférica como en higado. Dicha molécula PD1 se
une a su receptor de superficie de membranas en las células T y B activadas, NK y macrofagos
suprimiendo la respuesta inmunitaria, en este caso mediante la reduccion de la proliferacion de

los linfocitos T CD8", lo cual podria explicar la dificultad de erradicar la infeccion *.

1.2.3.3 Hepatitis C Cronica y progresion de la enfermedad.

El desarrollo de la hepatitis C cronica (HCC) tiene lugar en un alto porcentaje de aquellos
individuos que sufren una infeccion aguda (75-85%). Como hemos comentado anteriormente,
la instauracion de la HCC tiene lugar aproximadamente tras 6 meses de persistencia viral. Una

vez establecida, la probabilidad de aclaramiento viral es sumamente baja ”* (Figura 6).

1000 - 100
Anticuerpos anti-VHC

800 4 ; - 108 e

:\ 2

| 1

= f ;. -

E 600 4 o ‘.l a . 106 -

E B f \ . p 1 )

40 ' \ f =

0 4 » =

/ | ” s_

| =

§ e \W/4 e -
- i

o=\ N .

0 2 4 6 B 10 122 2471 2 3 4 5

200 4 / ‘ .
/ { "\ }\ e N
/ = o\ [/ P S T
6

Semanas Afios
Tiempo tras la exposicion

Figura 6. Curso de la cronicidad de la hepatitis C.

En aquellos pacientes con infeccion crénica podemos encontrar sujetos con niveles
normales de enzimas hepaticas y sin evidencia de dafio hepatico, pacientes con transaminasas

persistentemente elevadas pero sin progresion de la enfermedad hepatica y, por otro lado,

15



pacientes que desarrollaran fibrosis hepatica, destruyendo el tejido hepatico y por tanto
progresando a cirrosis ** (20-30%). En este grupo de pacientes, una vez instaurada la cirrosis,
entre el 10% y el 20% de ellos presentaran descompensacion hepatica en los primeros 5 afios,
pudiendo manifestarse en forma de ascitis, varices esofagicas, coagulopatias o encefalopatias
. Si bien, un porcentaje de ellos evolucionaran hacia fallo hepatico (6-10%) o
hepatocarcinoma (5-10%) y el resto presentaran una enfermedad compensada .

Es importante destacar, que existen notables diferencias en cuanto al grado de lesion
hepatica en pacientes con infeccion cronica. El estadio de la enfermedad se clasifica en
funcion de la actividad y la fibrosis hepatica, ambas evaluadas en la biopsia hepatica y
mediante otros métodos no invasivos como la elastografia transitoria (Fibroscan) *. Las
lesiones histologicas de la HCC se evalian con dos puntuaciones diferentes: una para la
actividad necroinflamatoria (A0-A3) y otra para el estadio de fibrosis (F0-F4). La actividad no
es muy buen predictor de fibrosis, en cambio, el estadio de fibrosis refleja, por un lado, la
vulnerabilidad del paciente para la lesion hepatica y, por otro, predice la probabilidad de
progresion a cirrosis, asi como la velocidad de la progresion de la fibrosis. *’.

Existen factores que inciden en la progresion de la enfermedad, asi como en el desarrollo y
evolucion de la fibrosis hepatica.
® Factores del huésped:

Edad y Sexo. A igualdad en la duracion de la infeccion, los pacientes que contraen la
infeccion antes de alcanzar los 40 afios presentan mas probabilidades de desarrollar fibrosis.
Igualmente los individuos de sexo masculino presentan un riesgo de progresion a fibrosis 10
veces mas rapido que las mujeres, lo cual podria deberse a la acciéon de las hormonas
femeninas ** *'.

Raza. Paradojicamente, siendo los afroamericanos el grupo racial que tiene una mayor tasa de

infeccion junto con una alta tasa de progresion de hepatitis crénica y menor tasa de respuesta

. . . . . . 92
al tratamiento, existen evidencias que demuestran que la cirrosis es menor en este grupo .

16



Respuesta inmune celular especifica frente al VHC. La respuesta inflamatoria esta regulada
por mecanismos complejos y probablemente dependerd de determinantes genéticos como la
expresion de HLA 93, aunque no esta del todo estudiado.

Coinfeccion. La coinfeccion con otros virus que comparten mismas vias de transmision (VIH
y hepatitis B) agrava la progresion haciéndola mas rapida, especialmente en aquellos en los
que la inmunosupresién es mayor **.

Genética. Se han estudiado varios polimorfismos de algunos genes que podrian influir en la
progresion a fibrosis, como por ejemplo el fenotipo del gen TGF B1, PNPLA3 y el

recientemente estudiado gen de la IL28B .

® [actores externos:

Consumo de alcohol. El alcohol, incluso en cantidades moderadas, aumenta la replicacion del

VHC, permitiendo asi un avance mas rapido en la progresion de la enfermedad y en el riesgo
. 100
de desarrollar fibrosis

Tabaco. En un estudio de 310 pacientes con HCC, se observé que los fumadores tenian mas
fibrosis que los no fumadores, sugiriendo que el tabaco podria contener algin producto

hepatotoxico responsable de ello ''.

eFactores virales:

No se conoce muy bien la influencia de factores virologicos en la progresion de la
enfermedad. No parece estar asociado ni el genotipo ni la carga viral con el grado de fibrosis.
Tan sélo el genotipo 3 es el tinico que podria estar relacionado debido a la asociacion entre la

esteatosis hepatica y este genotipo concreto 0
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1.3 Coinfecci()n VHC/VIH

La HCC resulta especialmente relevante en pacientes coinfectados por el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH), ya que ambos comparten las mismas practicas de riesgo
para su transmision. EI VHC es hasta 10 veces mas infectivo que el VIH a través de la

. ey ;. 73, 103
€Xposicion de Sangre por via Iintravenosa

, siendo el uso de drogas por via parenteral
(UDVP) el principal modo de transmision de la infeccion por VHC. La transmision sexual del
VHC es menos eficiente que para el VIH, no obstante, entre los hombres infectados por el
VIH que tienen sexo con hombres (VIH-MSM) y que no son UDVP, la tasa de incidencia de
nuevas infecciones agudas de VHC parece verse incrementada en los ltimos afios, lo cual
indica, que la practica de sexo de alto riesgo, como el no uso de proteccion durante el sexo
anal o practicar el sexo en grupo bajo la influencia de drogas, son comportamientos de alto
riesgo para la transmision del VHC en aquellos pacientes VIH-MSM que se encuentran bajo
supresion virologica gracias al tratamiento antiretroviral de gran actividad (TARGA) "
Este hallazgo podria explicarse por una mayor carga viral del VHC en el semen de estos
pacientes, que asociado a practicas sexuales sin proteccion y presencia de enfermedades de

..y, s , .« ey . 108
transmision sexual, facilitarian la transmision del virus .

1.3.1 Epidemiologia.

La tasa global de infeccion por el VIH es de aproximadamente 33,3 millones de personas
en todo el mundo. Se estima que ademas existe una alta tasa global de coinfeccion por ambos
virus, de manera que en paises como EEUU y Europa, aproximadamente el 33% de los

pacientes VIH se encuentran coinfectados por el VHC ' '’

. La infecciéon por el VIH
exacerba la historia natural de la infeccion por el VHC y desde la introduccion del tratamiento
antirretroviral el VHC ha emergido como causa importante de morbi-mortalidad en estos

pacientes, apareciendo en ellos una progresion mas rapida de la hepatopatia por VHC y una

progresion de la fibrosis hepéatica mas avanzada, acortdndose el plazo hasta la aparicion de
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descompensacion hepatica siendo la supervivencia tras la primera descompensacion hepatica

111-113 114
. De esta forma se

secundaria a cirrosis menor que en los pacientes mono-infectados
explica el aumento en las tasas de ingreso hospitalario por complicaciones hepaticas,
convirtiéndose en la segunda causa de muerte tras el SIDA y antes que la enfermedad

. . . 115-118
cardiovascular en los pacientes infectados por el VIH .

1.3.2 Impacto del VIH en el curso de la infeccion por VHC.

La infeccion por el VIH altera todas las fases de la historia natural del VHC. El
aclaramiento viral es menos frecuente tras la infeccion aguda, avanzando con mayor rapidez la
progresion a la cronicidad de la enfermedad y a cirrosis. La infeccion por VIH se ha asociado
a una mayor persistencia de la viremia del VHC, niveles mas elevados de dicha viremia y una
reduccion de la respuesta a interferon en el tratamiento de la HCC. Todos estos hallazgos
parecen estar en parte relacionados con una disminucion en la respuesta de los linfocitos T
CD4" y CDS8" a la infeccion por VHC. Debido al papel que juega la respuesta inmune
especifica en el control del virus C y a la pérdida continua de linfocitos de memoria producida
por el VIH, podria explicarse la presencia de niveles de viremia del VHC tan elevados en

119

pacientes coinfectados **. Todo esto, parece explicarse por el hecho de que el VIH se asocia a

una disminucion de la respuesta especifica mediada por interferon-y frente al VHC, la cual
estd fundamentalmente basada en un descenso del numero de CD4 circulantes en sangre
periférica. Por otro lado, el VIH induce defectos en la respuesta inmune alterando la secrecion
de diferentes citokinas y/o la funcion de las dendriticas "%

El TARGA restablece la respuesta de células T frente a péptidos del core del VHC. De este
modo, una buena respuesta al tratamiento antiretroviral en pacientes coinfectados esta
asociado a un aumento de la respuesta inmune celular hacia la infecciéon por VHC, ademas de

.y . . . . . 119
a una reduccion de la viremia y posible aclaramiento del virus .

Otros factores que podrian estar involucrados en la patogenia de la enfermedad hepatica en

pacientes coinfectados por VIH/VHC son factores genéticos. Se ha demostrado que en
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aquellos pacientes VIH/VHC controladores del virus (pacientes capaces de mantener el virus
del VIH a niveles inferiores a 400 copias/ml sin necesidad de tratamiento antiretroviral),
existen mayores tasas de aclaramiento espontaneo del VHC (23,3%) en comparaciéon con los
monoinfectados (9,1%) y coinfectados por VIH/VHC (6,5%) '** % .

Con todo este arsenal de factores, es evidente que la coinfeccion del VIH tiene un impacto
negativo en la patogénesis del VHC y a pesar de la hepatotoxicidad relacionada a farmacos,
una buena respuesta al tratamiento antiretroviral y un inicio temprano del mismo, disminuirian
la progresion a la enfermedad hepatica terminal, mejorando la respuesta al tratamiento de la

119

hepatitis C "
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1.4 Manejo Clinico de la Infeccién por VHC

1.4.1 Hitos en el tratamiento de la Hepatitis C.

En el afio 1957, los cientificos Jean Lindenmann y Alick Isaacs, descubrieron por primera
vez la molécula de Interferén, conocida como una sustancia de naturaleza proteica con
actividad antiviral y producida por las propias células infectadas .

Antes del descubrimiento del virus C, en el afio 1989, mas del 90% de los casos de
hepatitis transmitidas a través de transfusiones sanguineas fueron identificados y denominadas
como hepatitis “no A, no B” '*’. Hasta ese momento no se encontré ningin tratamiento
efectivo para la enfermedad, incluso se estudio el uso de corticoesteroides y aciclovir como
posibles alternativas, pero ninguna de ellas fueron efectivas ' '**.

En 1984, Jay Hoofnagle y sus colaboradores, llevaron a cabo un pequefio estudio piloto
basado en el uso de interferon recombinante alfa-2b en pacientes con hepatitis “no A, no B”,
en el cual, observan una caida importante en los niveles séricos de alanina amino-transferasa
(ALT) durante todo el tratamiento hasta la retirada del mismo, donde estos niveles
aumentaban de nuevo '’

En 1986 se inici6 un ensayo clinico randomizado al recibir dosis de 3 millones o 1 millon
de unidades de interferén recombinante alfa-2b tres veces por semana durante 24 semanas .
La respuesta al tratamiento fue monitorizada a través de los niveles séricos de ALT. Se
observd una normalizacion de estos niveles tras 6 meses de tratamiento en un 46% de los
pacientes tratados con 3 millones de unidades de interferon y un 28% en aquellos tratados con
1 millén de unidades, alcanzandose unos niveles de ALT completamente normales en el 85%
de aquellos que respondieron a las dosis de 3 millones y en el 56% de los que fueron tratados
con 1 millén de unidades. Sin embargo, la mitad de los respondedores recidivaron tras la
retirada del farmaco.

Tras estos hallazgos y debido la importancia de la erradicacion de la infeccion por el VHC,

durante estos ultimos veinte afios, la historia del tratamiento de la hepatitis C ha
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experimentado diferentes etapas (Figura 7).

Standard Therapy of Chronic Hepatitis C Virus Infection

PEG-IFN/RBY/PI HCV-G1 2011 67-75%
PEG-IFN/RBYV HCV-G2/3 2001-2004 | 24 weeks 76-84%
PEG-IFN/RBV HCV-G1 2001-2004 | 48 weeks 42520,
PEG-IFN/RBV 2001-2004 54-63%
IFN/RBV 48 weeks 2001-2004 45-47%
IFN/RBV 48 weeks 1998 38-43%
IFN 48 weeks 1998 13-19%
IFN 24 weeks 1998 6%

0% 20% 40% 60% 80%  100%

Sustained Virological Response (SVR)

. .r . e . . e ~ 131
Figura 7. Evolucion histérica del tratamiento de la hepatitis C.

1.4.1.1 Aiios 90
Monoterapia con IFN-o

La molécula de interferon fue descubierta en el afio 1957, debiéndose su nombre a su
capacidad de “interferir” en la replicacion viral. Se identificaron entonces tres tipos de
interferones (IFNs); o y B (IFN tipo I) y y (IFN tipo II), existiendo a su vez 2 tipos de IFN-f3

(IFN-Bla e IFN- B1b) y diferentes formas de IFN-o. (IFN- a-2a, IFN- o-2b e IFN- a-N1) ',

Los IFNs son proteinas naturales de la célula con multiples efectos. Existen dos mecanismos

diferentes pero complementarios a su vez, que explican el efecto antiviral del IFN-o.. Por un

lado, induce una respuesta antiviral no especifica contra el virus en la célula infectada,

ejerciendo una inhibiciéon directa de la replicacion viral y, por otro, ejerce un efecto

inmunomodulador que permite una respuesta inmune especifica del huésped frente el virus,
33

induciendo la muerte celular de la célula infectada '

Durante los afios 90, la unica estrategia terapéutica utilizada para tratar la HCC fue la

monoterapia con interferon-a, cuyo uso fue aprobado en 1991 por la “Food and Drug
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Administration” (FDA). El régimen inicial consistia en 6 meses de tratamiento con dosis de 3

millones de unidades de IFN-a tres veces a la semana, cuya monitorizacion estaba llevada a
cabo mediante una respuesta bioquimica basada en la normalizacion de los niveles séricos de
ALT. Mediante esta estrategia se conseguia el aclaramiento viral y normalizacién de los
niveles de ALT en el 25-40% de los pacientes durante los primeros tres meses de tratamiento.
Sin embargo, la respuesta viral sostenida tras la finalizacioén de la monoterapia se alcanzaba en
tan solo el 8-9% de estos pacientes.

Tras la aparicion de los métodos de cuantificacion de la carga viral del VHC, las tasas de
respuesta al tratamiento fueron ain menores que las observadas mediante la respuesta
bioquimica. Un aumento en la dosis de IFN- o o en la duracion del tratamiento podrian
mejorar la eficacia de la monoterapia, de tal forma que entre 1991 y 1997 el tratamiento
estandar para la hepatitis C fue de 3 millones de unidades de interferon, 3 veces a la semana
durante 48 semanas, alcanzandose una eficacia del tratamiento de aproximadamente el 9%

130, 134, 135

para genotipos 1 y 30% en genotipos 2 y 3

Biterapia IFN-o y Ribavirina

La combinacion de ribavirina (Rbv) con interferon fue un gran acontecimiento en el
tratamiento de la hepatitis C. La Rbv, sintetizada por primera vez en 1970, es un analogo
sintético de la guanosina con una amplia actividad frente a virus de ADN y ARN, interfiriendo

en la replicacion del material genético viral. Hasta el momento, como se puede observar en la

figura 8, son 4 los mecanismos de accién conocidos y que podrian explicar el efecto de la
Rbv:

a) Induccion de la inmunidad mediada por células T frente a la infeccion viral mediante la
estimulacion de la respuesta citotoxica a través del cambio de fenotipo de las células T CD4"
de tipo 2 a tipo 1.

b) Inhibicién competitiva de la enzima inosina monofosfato deshidrogenasa (IMP) tras la

fosforilacion intracelular mediada por la adenosin-kinasa de la ribavirina a ribavirina-
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trifosfato.
c¢) Inhibicion directa del VHC mediante la inhibicion de la ARN polimerasa y la
guanililtransferasa ARNm viral, pudiéndose incorporar en el ARN del virus.

d) Mutagénesis del ARN viral. /** %7 7% 1%

e PNT TNF-o
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dRy NN/ mutag AT
i NN ; NN\ NN Ao
b Inhibition PDH cin | f - -

Figura 8. Mecanismos de accion de la ribavirina

En 1995, un meta-analisis demostrd tasas de RVS superiores para el tratamiento
combinado de IFN-o. mas ribavirina vs. monoterapia tanto de IFN como de Rbv (OR, IFN-a
+ Rbv vs. IFN = 9,8, IC,.= 1,9 - 50) " Otros dos ensayos clinicos llevados a cabo en 1998

confirmaron la gran mejora en la respuesta con esta estrategia terapéutica, donde comparaban

la monoterapia de IFN-a 2b (3MU, 3 veces/semana) vs. biterapia de IFN-a 2b mas Rbv
(1000-1200 mg/dia segin peso < 6 > de 75kg respectivamente) durante de 24 y 48 semanas de
tratamiento seguido de 24 semanas de seguimiento tras finalizar el mismo " ', Ademas del
beneficio demostrado en este estudio del uso de la biterapia durante 48 semanas, se
demostraron otros puntos de gran relevancia en cuanto a la progresion de la enfermedad, asi
como una disminucion de la inflamacion hepatica en aquellos pacientes con RVS. También se

observo una clara relacion entre la viremia basal y el genotipo del virus con la respuesta al
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tratamiento, alcanzandose tasas de RVS del 29% para G-1 y del 65% para G-2 y 3 para una
duracion de 48 semanas de tratamiento. Asimismo, en aquellos pacientes que presentaban
viremias basales superiores a 2 millones de copias/ml las tasas de RVS fueron menores, 38%

vs. 45%.

En 1998, la FDA aprueba la combinacion de IFN-o y Rbv para el tratamiento de pacientes
con infeccién cronica por hepatitis C .
En 1999, el “EASL International Consensus Conference on Hepatitis C” recomendd que,

en aquellos pacientes con HCC no tratados previamente, el tratamiento estandar se basaria en

la administracion de IFN-a y Rbv durante 24 semanas, mientras que en aquellos pacientes que

estuvieran infectados por el G-1 del VHC y con niveles de ARN-VHC basales superiores a 2

millones de Ul/ml, la duracion del tratamiento se extenderia hasta 48 semanas '*.
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1.4.1.2 Aiio 2000.
Interferén pegilado-o. (Monoterapia).

La pegilacion del interferon supuso un gran avance en la historia del tratamiento de la
hepatitis C. El proceso de pegilacion consiste en la unidon covalente de una cadena de
polyetilenglicol (PEG) a una molécula o fairmaco, en este caso, a la molécula de IFN (figura
9). Esta formulacion galénica permite una mayor duracion o tiempo de vida media del
farmaco en el organismo, ya que disminuye el tiempo de eliminacion por via renal,
aumentando asi su efecto antiviral. De esta forma, las concentraciones plasmaticas del
farmaco permanecen constantes durante un tiempo mdas prolongado que en su forma no
pegilada, facilitando asi una reduccion en su dosificacion y aumentando las posibilidades de

131,132
alcanzar mayores tasas de RVS .
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Figura 9. Mecanismo de pegilacion del interferén m

Actualmente estan disponibles dos formas de peglFN-a., las cuales varian segun el tamafio
de la molécula y el tipo de IFN utilizado: peglFN-o-2a (40kD) con una vida media de 80
horas (rango: 50 - 140 hrs) y una media de aclaramiento de 22 ml/hr-kg administrando dosis
fijas de 180pg/semanal y peglFN-a-2b (12kD) 143146 cuya vida media es de 40 horas (rango:
22 - 60 hrs) y una media de aclaramiento de 94 ml/hr-kg administrado en funcién al peso (1.5
pg/kg/semana). Ambas formas de peglFN-a presentan diferencias estructurales y diferentes
perfiles farmacocinéticos, ademas parecen existir diferencias significativas en los niveles de

concentraciones plasmaticas alcanzadas, aunque es probable que las concentraciones

26



relacionadas con una méxima eficacia sean diferentes para cada uno de ellos. A pesar de ello,

ambas moléculas mejoran indudablemente las tasas de respuesta viral sostenida (RVS) en

comparacion con el interferén no pegilado ',"*.

Gracias a este efecto, la administracion de IFN-a fue reducida de 3 veces/semana a una
sola dosis de PeglFN-o/semanal.

El primer interferon pegilado aprobado por la FDA fue el IFN pegilado a-2b (Peg-
Intron®), cuya forma farmacéutica es en polvo y ha de reconstituirse en una solucion estéril
antes de su administracion, basandose su dosificacion en funcion al peso del paciente (1,5

ug/kg/semana). Mas tarde, en 2002, aparece la forma pegilada del IFN-a-2a (PeglFNa-2a,
Pegasys®), cuya presentacion es en forma de solucién ya preparada y a dosis fijas de 180

lLg/semana.

Varios ensayos clinicos multicéntricos, controlados y randomizados, compararon la

monoterapia de IFN-a (3 veces/semana) vs. monoterapia con PeglFN-a (1 vez/semana) en

pacientes naives al tratamiento de la hepatitis C. Las tasas de RVS alcanzadas fueron
superiores en todos los casos tratados con PeglFN-o. comparados con el IFN-a, siendo estas

tasas del 30 - 39% con peglFN-o-2a 180ug/semana vs. 8 - 19% con IFN-a-2a y del 23% con
pegIFN-0.-2b (1,5 [g/kg/semana) vs. 12% con IFN-a-2b "%,

Por otro lado, siendo la cirrosis uno de los factores de peor pronodstico de respuesta al

tratamiento del VHC, se evaluo la eficacia de la monoterapia con peglFN-a en pacientes
cirroticos o con fibrosis avanzada, resultando en una mejor tolerancia del paciente y

obteniéndose tasas de RVS de hasta el 30% "%,

Biterapia Interferon pegilado-ol y ribavirina.

Tras los excelentes resultados alcanzados con el uso del interferon pegilado en
monoterapia, se llevaron a cabo ensayos clinicos de gran relevancia a dia de hoy, en los cuales
se evaluaron la eficacia de la terapia combinada de peglFN-a y Rbv vs. monoterapia. En estos

ensayos clinicos, la biterapia de peglFN-o una vez por semana junto con Rbv (2 veces al dia),
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150, 151 .7
. Por otro lado, se estudio la

demostré ser mas efectiva que la monoterapia con peglFN-a
duracion y dosis 6ptima de Rbv en el tratamiento, demostrandose que con una mayor duracion
y dosis de Rbv se alcanzaban mayores tasas de RVS en aquellos pacientes infectados por el
genotipo 1 del VHC independientemente del nivel basal de viremia. Sin embargo, en pacientes
infectados por genotipos 2 6 3 del VHC, no se observaron diferencias en las tasas de
respuestas obtenidas en los cuatro grupos de tratamiento, demostrandose por tanto que en G-2

y 3 24 semanas de tratamiento y dosis de Rbv de 800 mg serian suficientes para alcanzar tasas

de RVS de hasta el 80% "> "

1.4.1.3 Aiio 2010.

® Desarrollo de nuevos antivirales.

Desde el afio 2010 hasta la actualidad, el desarrollo de nuevos farmacos antivirales frente
al virus C ha experimentado una enorme evolucion. La aparicion de estos nuevos farmacos se
asemeja en gran parte al inicio de la historia del tratamiento antirretroviral (TAR) para la
infeccion del VIH en los afios 90: moléculas que actuan en diferentes estadios del ciclo de
replicacion del virus, farmacos muy eficaces pero con problemas de tolerabilidad y
dosificacion, asi como la aparicion y desarrollo de resistencias virales "*.

A parte de todos estos paralelismos con el TAR, podemos hablar de algunas distinciones,
en cuanto al niimero de clases de farmacos en desarrollo frente al VHC en comparacion con el
inicio del TAR, los cuales ascienden hasta 50-60 nuevas moléculas que se encuentran
actualmente en fases preclinicas, II y III, y, por otro lado, a pesar de que actualmente el
tratamiento con los inhibidores de la proteasa autorizados (Telaprevir y Boceprevir) esta
basado en la administracion de peglFN y Rbv junto con la adicidon de uno de ellos, la meta es,
con el desarrollo de estos nuevos antivirales, conseguir la posibilidad de desarrollar una
estrategia terapéutica libre de pegIFN .

Los diferentes grupos de firmacos actualmente en desarrollo dirigidos a las diferentes

dianas del virus C se muestran en la figura 10
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Figura 10. Grupos de farmacos antivirales de accion directa contra el VHC 1
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1.4.2 Factores predictores de respuesta al tratamiento.

Durante las ultimas décadas, el ajuste en la duracion y dosis de fA&rmacos en base a las
caracteristicas de los pacientes con el fin de mejorar la respuesta al tratamiento ha ido
evolucionando. La posibilidad de poder predecir la RVS antes del inicio de la terapia es de
gran ayuda a la hora de tomar decisiones, ya que podria mejorar la eficacia del tratamiento. A
su vez, el conocimiento de factores relacionados con el tratamiento durante el seguimiento del
mismo con el fin de alcanzar una mayor eficacia es también uno de los puntos a tener en

cuenta.

1.4.2.1 Predictores de respuesta previos al tratamiento.

1.4.2.1.1Factores generales del Huésped.

Hasta ahora, los factores mas importantes y relevantes conocidos relacionados con el
paciente y predictores de respuesta son: el grado de fibrosis hepatica, a mayor grado peor
prondstico '**; el sexo, los hombres presentan tasas de RVS mas bajas que las mujeres "’ y, la
edad, aquellos pacientes menores de 40 afios alcanzan mayores tasas de RVS que los de

157, 158

152 159 . S
mayor edad . A su vez, la raza negra , el sobrepeso ", esteatosis hepatica y/o la

coinfeccion por VIH son otros factores a tener en cuenta a la hora de iniciar el tratamiento ya

que son predictores de una mala respuesta al tratamiento con pegIFN y Rbv **.

Factores genéticos: gen de la Interleukina 28B

Durante estos ultimos afios, el campo de la farmacogendémica ha ido cobrando gran
importancia en la prediccion del tratamiento de la hepatitis C. A finales del afio 2009, varios
estudios de asociacion gendmica (“Genomic Wide Association Studies”, GWAS),
identificaron una serie de polimorfismos genéticos relacionados entre si, localizados en el

brazo largo del cromosoma 19 (entre ellos el rs12979860 localizado en la region 19ql3),
cercanos al gen que codifica la Interleukina-28B o IFN-A3, los cuales han demostrado influir

significativamente en la respuesta sostenida al tratamiento con peglFN-o y Rbv, ademas de

explicar las diferencias en las respuestas entre los diferentes grupos étnicos. De tal forma que,
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el genotipo CC de la IL28B parece ser el genotipo mas favorable de respuesta, relacionandose
con una mayor probabilidad de alcanzar RVS, el aclaramiento espontdneo del virus y a su vez
con una cinética viral mas rapida que aquellos portadores del alelo de riesgo T para el

160-163 164

polimorfismo rs rs12979860
El interferon lambda (IFN-A) pertenece a la familia de interferon tipo III y hasta el

momento se conocen tres tipos (IL29 o IFN- A1, IL28A o IFN- A2 e IL28B o IFN- A3), sus

genes se encuentran contiguos en el cromosoma 19 y presentan actividad frente a varios virus,
. . 165 a1 . .y .
incluyendo el virus C ". A pesar de utilizar un receptor diferente al [FN-o, también activan la

via JAK-STAT e inducen la expresion de genes comunes con el IFN-o. Existen evidencias in

vitro que sugieren que no son unicamente una mera via alternativa de activacion de esta via,
sino que IFN-a induce la expresion de los genes que codifican IFN-A y estos a su vez, inhiben

la replicacion del virus C a través de genes estimulados por IFN distintos a los del IFN-a, por

. .. s . . 166-168
lo que ambos tienen actividad sinérgica frente a este virus .

Factores virales.

Entre los factores virales se encuentran, la magnitud de la viremia basal del VHC y el
genotipo viral. Caracteristicamente los genotipos 2 y 3 responden mejor al tratamiento que los
1 y 4, no conociéndose con precision los mecanismos virales o del huésped responsables. Se
ha observado que una menor cantidad de dinucledtidos UA-UU en el ARN viral (susceptibles
de deteccion y ruptura por parte ARNasa L activada por la 2-50AS dependiente de IFN) de
los VHC genotipos 1 en relacion a los genotipos 2 y 3 podria justificar las diferencias de
respuesta al tratamiento entre estos genotipos, pero no dentro de un mismo genotipo como el 1
790016171 "o otro lado, con la introduccion de los nuevos farmacos antivirales contra el G-1
del virus C, parecen existir ciertas diferencias entre los subtipos 1b y la en la respuesta al
tratamiento, siendo el G-1a el que presenta mayor riesgo a desarrollar resistencia a los nuevos
inhibidores de proteasa, debido al menor niimero de mutaciones requeridas en la posicion 155

. . . .y 31172
de la proteasa viral para desarrollar resistencia en comparacion con el G-1b
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1.4.2.2 Predictores de respuesta durante el tratamiento.
Cinética de la replicacion viral.

La cinética de replicacion viral es estable en la etapa cronica de la infeccion, dado que la
produccion viral por las células infectadas es compensada por la destruccion periférica del
virus, mientras que la células infectadas de novo se compensan por la muerte de las células

infectadas. La vida media estimada del virion libre es de 3 horas y una tasa de produccion-

. . . 12 , . , [ cr .
aclaramiento diaria de 10~ particulas virales por dia. La administracion de IFN-a induce un
tipico descenso bifasico de la replicacion viral. La respuesta al tratamiento esta caracterizada

por diferentes perfiles en la cinética viral, donde existe una primera fase en las primeras 24

horas tras la administracion del IFN-a, en la cual se observa una rapida disminucion de la

carga viral que se corresponde con la actividad antiviral directa e inespecifica del propio IFN-

o. La segunda etapa de eliminacion del virus, a partir del dia 2, es mas paulatina y se
correlaciona con un aclaramiento del virus de la célula infectada, bien por muerte celular o por
la erradicacion de la replicacion viral en la célula, mediada posiblemente por el sistema

inmunolégico del paciente (Figura 11). Esta fase, a pesar de estar menos influenciada por la

dosis y genotipo del virus, es un buen marcador predictor de la RVS al tratamiento ** ¥ /",

Viral kinetics
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Figura 11. Fases de la cinética de la replicacion del VHC durante las primeras 4 semanas de la infeccion

Varios estudios han demostrado que el alcance de una respuesta viral rapida (RVR), esto

139 137

es, ARN-VHC negativo en semana 4, es el mejor predictor de RVS a peglFN y Rbv

Aquellos pacientes que alcanzan una respuesta viral temprana (RVT), tienen una probabilidad
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174

del 72% de lograr una RVS """. Sin embargo, el no alcanzar RVT, predice con mayor

175

exactitud la no respuesta al tratamiento, siendo la probabilidad de RVS del 0 - 2% . La
estratificacion de la RVT en completa (RVTc: ARN-VHC negativo en semana 12) o parcial
(RVTp: Disminucion del ARN-VHC > 2 log,, en semana 12), mejora aun més la prediccion
de la RVS, optimizdndose la duracién del tratamiento en aquellos pacientes que no logran una

176, 177

RVR. El 90% de los pacientes que alcanzan RVTc logran una RVS

Concentraciones plasmaticas de IFN-o y Ribavirina.

Como otros muchos farmacos, las concentraciones plasmaticas de Rbv presentan una
importante variabilidad interindividual, incluso ajustando los niveles en funcion de la dosis
recibida. Algunos estudios han evaluado el impacto de diferentes dosis de ribavirina en la
respuesta al tratamiento en los diferentes genotipos del VHC. Asi por ejemplo, en el estudio
APRICOT, donde los pacientes recibieron dosis de 800 mg/dia de Rbv, un menor porcentaje
de pacientes (63%) presentaron una caida viral = 2 log ARN-VHC en semana 12, frente a un
74,5% de pacientes en el estudio PRESCO, donde recibieron dosis de Rbv de 1000-1200
mg/dia "”*. A su vez, otro estudio llevado a cabo en pacientes coinfectados por VIH y VHC,
hallaron un modelo predictivo de respuesta en el cual las variables asociadas a una mayor tasa

179

de respuesta viral temprana fueron el genotipo viral y la relacién dosis/kg de Rbv """, En

diversos estudios, presentar niveles plasmaticos elevados de Rbv se ha asociado con mejores

tasas de respuesta, tanto temprana como sostenida en pacientes coinfectados por VIH y VHC

180-186 . . . .y .
. Por el contrario, otros estudios no han encontrado asociacién entre los niveles

187,188

plasmaticos de ribavirina y RVT . Con todo este arsenal de hallazgos y resultados, la

relacién entre las dosis y los niveles plasmaticos de Rbv en la RVT y/o RVS, tanto en
181,189 190 191 192

pacientes monoinfectados como coinfectados, continuia siendo contradictoria

Por otro lado, y al igual que la Rbv en algunos estudios citados anteriormente, la eficacia
de los IFN-al estd asociada con la dosis administrada y el genotipo viral, tanto en los casos de

IFN-a convencional como pegilado. En el caso del PeglFN-a 2b se ha observado una relacion
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lineal entre las distintas dosificaciones (0,5, 1 y 1,5 pg/kg/semana) con el porcentaje de
pacientes con viremia negativa al finalizar tratamiento (RFT), el porcentaje de pacientes que
alcanzan una RVS y con la frecuencia de efectos adversos. A pesar de que su farmacocinética
es lineal (ver tabla 1), la variabilidad interindividual en las concentraciones plasmaticas es

180, 193-195 S .
. Aunque en un modelo farmacodindmico basado en farmacocinética

muy importante
poblacional los resultados sugerian que el efecto maximo se conseguiria con dosis de 1

ng/kg/semana '’ la dosis recomendada en la actualidad, basada en estudios de eficacia, es de

1,5 pg/kg/semana de PegIFN-a. 2b junto con Rbv ',

Tabla 1. Caracteristicas farmacocinéticas del Pegl FN-¢ 2b.

Tipo n Dosis Cmax Tmax AUC Cmin ts
PegIFN-O, (ng/kg)  (pg/ml) (h) (pg-h/ml) (pg/ml) (h)
1 2b 18 1,4  913+274  27+10  71892+20130 <100-nd 37,1+11,4

ref.

9 2b 6 1 906+326 16+6,9 57600+16704 <100-nd 37,1 £8,5

195

2b 6 L5 1380+814 19+13,7 86400+38880 <100-nd 33,9+6,4

nd: no detallado

En el caso del PeglFN-o. 2a, la dosis recomendada es de 180 pg/semana junto con Rbv ',

existiendo también una importante variabilidad interindividual en las concentraciones
plasmaticas alcanzadas con esta dosis (C_ de 7,8 £ 0,7 ng /ml y 12,3 + 3,6 ng/ml después de
la primera semana y en estado de equilibrio, respectivamente, y C_. de 16 ng/ml; rango: 4 a
28 ng/ml) en la semana 48 y de 12,3 + 3,6 ng/ml en estado de equilibrio en diferentes estudios

(ver tabla 2) 199201
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Tabla 2. Caracteristicas farmacocinéticas del Pegl FN-& 2a.

ref Tipo n Dosis Cmax Tmax AUC Cmin t%

) PegIFN-OL (ng/kg) (pg/ml) (h) (pg-h/ml) (pg/ml) (h)
1% 2a 24 135  79+6,1 76+28 809 =423 nd 104 + 65
1% 2a 14 270 10£5  73+28 1063 + 706 nd 69 +49
200 2a 20 90 49+25 nd nd 6,1+£3,6 70-90
200 2a 20 180 153+338 nd nd 123+3,6 70-90
20 2a 19 135  20+7,1 60+51 2739+1042 nd nd
202 2a 20 180 256+88 45+36 3334 +£994 nd nd

nd: no detallado

Ambos farmacos alcanzan el estado de equilibrio a partir de la 5% - 8% semana de
tratamiento. A pesar de que las concentraciones plasmaticas obtenidas con las dosis

147, 193-196, 203-209

recomendadas son muy diferentes con ambos PegIFN-o y sélo difieren en un

aminoacido en la molécula de IFN-a y en la cadena lateral de polietilenglicol, no se conoce si
la eficacia y/o los efectos adversos se relacionan con las concentraciones plasmaticas
individuales de estos farmacos, ni si las concentraciones plasmaticas de ambos farmacos
necesarias para lograr una maxima eficacia son diferentes. Sin embargo, en ausencia de
estudios comparativos de eficacia, los resultados publicados sugieren que su eficacia a las

. ’ . . . 150, 151
dosis recomendadas podria ser similar a pesar de estas diferencias .

Por otro lado, nuestro grupo demostr6 que las C, de PeglFN-o. 2a es un factor
independiente asociado a la respuesta viral, tanto temprana como sostenida, y que la
probabilidad de obtener una RVS en pacientes con G 1/4 es 4 veces mas elevada en aquellos
pacientes con mayores C | de PegIFN-o 2a '* mientras que dicha respuesta fue independiente

de las Cp en el caso de los pacientes coinfectados por genotipo 3 del VHC.
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1.5 T'ratamiento de 1a Coinfeccién por VIH y VHC.

1.5.1 PeglFN-a y Ribavirina.

Hasta ahora todos los datos de eficacia mencionados anteriormente han sido en relacion a
pacientes monoinfectados por el VHC. La coinfeccion por VIH es un desafio para el manejo
de la infeccion por el VHC, siendo el tratamiento de la hepatitis C prioritario en estos
pacientes debido al curso y progresion desfavorable de dicha infeccion. De hecho, las tasas de
RVS alcanzadas en este tipo de pacientes son substancialmente menores que en
monoinfectados, reduciéndose asi hasta en un 50-60% en casos de G-2y 3 y en un 30-35% en
G-1 y 4 *". Parece ser que los efectos causados por la continua replicacion del VIH, la
inmunoactivacion cronica provocada por los niveles del VHC y otros mecanismos atin no muy
bien conocidos, son los responsables de este desequilibrio y disparidad en las tasas de
respuesta al tratamiento entre los pacientes coinfectados y monoinfectados .

A partir del afio 2000, se llevaron a cabo diversos ensayos clinicos randomizados y
controlados en pacientes coinfectados por VIH y VHC, con el fin de optimizar y evaluar la

eficacia del tratamiento basado en peginterferén y ribavirina (Tabla 3) *'*7".

Tabla 3. Ensayos clinicos en pacientes coinfectados por VIH y

VHC.
ESTUDIO APRICOT ACTGA5071 RIBAVIC PRESCO PARADIGM
Autor Torriani Chung Carrat Nuiiez M Laguno Rodriguez-Torres Laguno
2004 2004 2004 2007 2004 2009 2009
N° pacientes 868 133 412 389 95 410 96-86
Internacional EEUU Francia Espaiia Espafia Internacional Espaifia
* peglFN a-2a a-2a a-2b a-2b a-2a a-2a 0-28
¢ Ribavirina 800 600 — 800 — 1000 800 1000— 1220 800-1200 800 vs.1000-1200 ;30(1_2?62
Duracion 48-71 (G1-4) 48y 24enG-203y
(semanas) a8 48 48 24-48 (G2-3) ARN VHC < 800.000 cop/ml 48 48
Cirrosis (%) 16 11 39 27 33
RYVS (%)
G-1 29 14 — — — 19-22 —
G-104 — — 17 35 38 117 32-28
G203 62 73 44 72,4 53 71-62
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Las diferencias en las tasas de respuesta observadas en estos estudios podrian explicarse
bien por las diferencias en las dosis de Rbv, las caracteristicas basales de las distintas
cohortes, el estadio de fibrosis hepatica o bien, como hablaremos mas adelante, por otros
factores asociados con la respuesta al tratamiento. En todos ellos se evaluo6 tanto la dosis de
Rbv como el tipo de PeglFN-a utilizado, al igual que las diferentes respuestas entre los

genotipos del virus C, pudiéndose llegar asi a las siguientes conclusiones:

-Los G-2 y 3 del VHC se asociaron en todos los casos con una mayor respuesta al

tratamiento.

- PeglFN-o. 2a (180 pg/semana) y 2b (1,5 pg/kg/semana) junto con Rbv dosificada en
funcion del genotipo del VHC (1000 - 1200 mg/dia para los G-1/4 y 800 mg/dia para los G-
2/3) es el tratamiento estandar para el tratamiento de la hepatitis C crénica en los pacientes

coinfectados por VIH y VHC.
- El tiempo de duracion 6ptimo del tratamiento seria de 48 semanas.

- Dosis de Rbv mas elevadas podrian tener un mayor efecto en la eficacia del tratamiento,

concretamente en pacientes coinfectados con G-1 y 4 y con viremias basales elevadas.

- Segun los datos del estudio PRESCO *”*, podria prolongarse la duracion del tratamiento

hasta 72 semanas en algunos pacientes, concretamente aquellos infectados por G-1 y/o 4.

- Por otro lado, los G-2 y 3 del VHC tienen una sensibilidad mucho mayor al tratamiento y
unas tasas de respuesta viral rapida (RVR), respuesta viral temprana (RVT) y respuesta viral
sostenida mucho mas elevadas que otros genotipos hasta el punto que se recomiendan unas
dosis menores de Rbv y una duracion de tratamiento de soélo 24 semanas, habiéndose
observado que incluso s6lo 14 semanas de tratamiento pueden ser suficientes en los pacientes

que negativizan la viremia en la 4* semana de tratamiento
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1.5.2 Nuevos antivirales en el paciente coinfectado.

Los pacientes coinfectados por VIH y VHC han sido excluidos de los ensayos clinicos
iniciales en fase II/IIl con los nuevos inhibidores de la proteasa, Telaprevir y Boceprevir. Sin
embargo, tras los satisfactorios resultados obtenidos en estos ensayos clinicos en pacientes
monoinfectados, actualmente se estan llevando a cabo dos ensayos clinicos fase IIb con ambos
farmacos en pacientes coinfectados G-1 del VHC.

Los resultados finales de ambos estudios no podran ser publicados hasta finales del afio

, r s 218 .
2013, atn asi los datos preliminares muestran ser esperanzadores = ° (Figuras 12).
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Figura 12. Resultados preliminares en los ensayos en archa con Telaprevir y Boceprevir =",

Seran necesarios futuros estudios y nuevos resultados para tomar decisiones a la hora del
uso de los inhibidores de la proteasa en pacientes coinfectados por VIH y VHC, ya que, a
diferencia de aquellos realizados en pacientes monoinfectados, habra que tener en cuenta otros
factores como las interacciones con el TAR, la progresion de la fibrosis hepética, aparicion de

resistencias y el coste econémico.
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Cp pegIFN-a 2a y Rbv, cinética viral e IL28B

Fundamento

Las concentraciones plasmaticas, tanto de interferéon pegilado-alfa (PeglFN-al)
como ribavirina (Rbv), se caracterizan por presentar una amplia variabilidad
195, 196, 201

interindividual tras su administracion a dosis estandares

Por otro lado, puesto que la inhibicion de la replicacion in vitro del VHC con

IFN-a es dosis-dependiente y que la induccion del tratamiento con dosis superiores de

. . <y . ) ) 219-222
IFN-a o PeglFN-o se asocia a una eliminacion viral mas rapida

, cabria pensar
que la respuesta virologica estuviese relacionada con las concentraciones plasmaticas

de dicho farmaco. No obstante, los pocos estudios que han evaluado el impacto de los

niveles plasmaticos de PegIlFN-a sobre la respuesta viral se han llevado a cabo en
cohortes pequefias y heterogéneas, en cuanto al genotipo, raza y respuesta previa a un

. 185, 223-226
tratamiento

. Por otro lado, el papel de los niveles plasmaticos de Rbv tanto en
las primeras semanas de tratamiento como en la RVS ha sido ampliamente estudiado
tanto en pacientes monoinfectados como en coinfectados por VIH, mostrandose
resultados muy contradictorios. Si bien, la heterogeneidad de las cohortes analizadas y
el desconocimiento de la importancia de los polimorfismos de un solo nucle6tido (SNP)

del gen de la IL28B en la RVS tras el tratamiento con PeglFN-o y Rbv podrian haber

influido en estos resultados.
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Cp pegIFN-a 2a y Rbv, cinética viral e IL28B

Hip()tesis de trabajo:

Por todo ello, nos planteamos las siguientes hipotesis de trabajo:

& Independientemente del genotipo de la IL-28B, las concentraciones
plasmaticas de peglFN-o 2a y Rbv juegan un papel importante en la
respuesta viral del VHC, tanto inicial como sostenida, en el tratamiento

de la infeccion por VHC genotipos 1 0 4 en pacientes coinfectados por

el VIH.

&% Puesto que la respuesta virologica al tratamiento estdndar actual con pegIFN-
o 2a y Rbv en pacientes con genotipo 1 y 4 del VHC esta
condicionada en gran medida por los polimorfismos del gen de la
Interleukina 28B, las concentraciones plasmaticas de ambos farmacos
podrian tener un papel diferente segiin el genotipo de la IL28B (CC o

CT/TT).
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Cp pegIFN-a 2a y Rbv, cinética viral e IL28B

Objetivos.

Primario:

1.Evaluar el papel de las concentraciones plasmaticas de pegIFN-a. 2a y Rbv en la
respuesta viral inicial y sostenida en pacientes con hepatitis cronica por

virus C genotipos 1 y 4 coinfectados por el VIH.

Secundarios:

1. Evaluar la influencia de las concentraciones plasmaticas de pegIFN-o. 2a y Rbv en la

respuesta viral en funcion de los genotipos de la IL28B.

2. Analizar la cinética viral durante las 12 primeras semanas de tratamiento segin el

genotipo de la IL-28B y genotipo del virus C.

3. Analizar el impacto de las concentraciones plasmaticas de pegIlFN-o 2a y Rbv en la

cinética viral durante las 12 primeras semanas de tratamiento.
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3.1. Diseiio.
Estudio observacional y prospectivo llevado a cabo en la Unidad Clinica de Enfermedades
Infecciosas del Hospital Universitario Virgen del Rocio de Sevilla desde Junio 2004 hasta

Diciembre 2010, en el que se incluyeron todos los pacientes, adultos, caucasicos, coinfectados

por VIH y VHC genotipos 1 6 4, que iniciaron tratamiento por primera vez con peglFN-o 2a

y Rbv.

3.2. Seleccion de pacientes. Criterios de inclusion/exclusion.

3.2.1 Criterios inclusion:

® Pacientes con hepatitis cronica o cirrosis por virus C G-1/4, coinfectados por el VIH, en los

que se indico tratamiento con interferon-a pegilado 2a (Pegasys®) y ribavirina.

® Consentimiento informado del paciente.

3.2.2 Criterios exclusion:

® No existen criterios de exclusion para la inclusion en el estudio ya que son pacientes en los
que su médico responsable indico tratamiento.

® Para el analisis de los resultados se excluyeron aquellos pacientes con:

- Administracion irregular del tratamiento (pérdida de > 2 dosis de interferon-a pegilado)

no motivada por efectos adversos y/o indicacion del médico responsable.

- Imposibilidad para seguir las visitas programadas.

3.3. Tratamiento.

® Dosis estandares de peglFN-a 2a (Pegasys®) (180 pg/semana) y Ribavirina (Copegus®)

(1000-1200 mg/dia) durante 48 semanas.
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3.4. Variables e Instrumentos de medida.

L. Demograficas: edad, sexo y raza.

II. Factores de riesgo: usuarios de drogas por via parenteral (UDVP), heterosexual,

homosexual, hemoderivados, otros.

I11. Genotipo del VHC y determinacién de carga viral VHC y VIH.

El genotipo del VHC se determind mediante un ensayo de hibridacion reversa (Inno-Lipa
HCV 1I; Bayer, Barcelona, Spain). Los niveles de ARN-VHC plasmatico (carga viral de
VHC) se midieron por PCR cuantitativa utilizando los kit Cobas AmpliPrep-Cobas TagMan
(Roche Diagnostic Systems Inc., Meylan, France, limite de deteccion de 50 Ul/ml) y Cobas
TagMan (Roche Diagnostic Systems Inc., Pleasanton, CA, USA, limite de deteccion de 15
Ul/ml en los ultimos afio) en los putnos de tiempo estipulados: basal y tras el inicio del
tratamiento en las semanas 1, 2 y 4 y posteriormente cada mes hasta la finalizacion del
tratamiento y tras 6 meses de haberlo completado.

La carga viral plasmatica de VIH (ARN-VIH) se cuantificd con el kit Cobas AmpliPrep-
Cobas TagMan HIV-1 v.2.0 (Roche Diagnostic Systems Inc., Basel, Switzerland) en las

visitas basales y cada 3 meses hasta la finalizacion del tratamiento.

IV. Tratamiento antirretroviral.

Las pautas de tratamiento antirretroviral y la prescripcion de eritropoyetina quedaron a

juicio clinico del médico responsable.

V. Evaluacion de la fibrosis hepatica.

El grado de fibrosis hepatica se evalué mediante biopsia hepatica, utilizandose Ia

. .7 227 . " . . .
clasificacion de Scheurer o mediante elastografia transitoria (Fibroscan®, Echosens),

considerandose unos valores = 11 y = 14,6 kPa como estadios F3 y F4 de fibrosis hepatica,

respectivamente.

VI. Determinacion del genotipo de la IL28B (rs129679860).

Para la determinacion del genotipo de la IL28B se realiz6 la extraccion de ADN gendémico

de sangre completa recogida en tubos con anticoagulante EDTA y en el caso de aquellos
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pacientes en los cuales fue imposible la obtencion de la muestra se utilizaron muestras de
pellets de células almacenadas y congeladas previamente a -80° C utilizando el kit QIAmp

DNA Blood Kit (Qiagen®).

El polimorfismo de la IL28B (SNP rs129679860) fue realizado utilizando un ensayo de
discriminacion alélica mediante una técnica de PCR en tiempo real basado en tecnologia
TagMan (Applied Biosystems, Foster City, CA). Los primers utilizados para el genotipado de
dicho SNP fueron 5> GCCTGTCGTGTACTGAACCA 3° (forward) y 5
GCGCGGAGTGCAATTCAAC 3’ (reverse) y las secuencias de las sonda TagMan utilizada
fueron 5° TGGTTCGCGCCTTC 3’ y 5° CTGGTTCACGCCTTC 3. Las sondas fueron
marcadas con los fluorocromos VIC y FAM, respectivamente.

La reaccion de PCR se llevo a cabo en un volumen total de 8 pl en las siguientes
condiciones de amplificacion: Desnaturalizacion a 95°C durante 10 minutos seguidos de 40
ciclos a 92°C durante 15 segundos y una fase de hibridacion y extension a 60°C durante 1
minuto. El genotipado de cada muestra fue analizado mediante el programa SDS 1.3 “software
allelic discrimination”.

VII. Concentraciones plasmaticas de peglFN-a 2a y Ribavirina.

Se obtuvieron muestras de suero basal y en las semanas 1, 2, 4, 8 y 12, asi como en las

semanas 24, 36 y 48, en caso de continuacion de tratamiento, coincidiendo con los controles

analiticos. Las fechas y horarios de los controles analiticos fueron sincronizadas con la

administracion semanal de peglFN-a 2a y tras 12 + 0,25 h de haber tomado la Rbv, de forma
que las dichas muestras de suero representan las concentraciones valle o concentraciones
minimas (C_; ) de los farmacos analizados.

Para la medicion de las concentraciones plasmaticas de peglFN-o 2a y Rbv se tomaron
muestras de sangre (2 X 5 c.c. en tubos de suero) que se centrifugaron a 3000 rpm durante 10
minutos. El suero situado en la fase superior se distribuyd en criotubos, debidamente
identificados por tres nimeros (numero asignado al paciente incluido y semana de
tratamiento) previo a su congelacion a -80° C hasta su posterior procesamiento mediante

técnica de ELISA y HPLC, respectivamente.
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& Determinacion de las concentraciones de peglFN-a 2a. Las concentraciones de
peglFN-a 2a se determinaron mediante enzimoinmunoensayo (ELISA) basado en anticuerpos

monoclonales (Verikine™ Human INF-oo ELISA kit PBL interferon source, Piscataway, NJ,
USA) con una especificidad casi del 100%, sin reactividad cruzada con otras moléculas de
interferon humanos, como IFN-f, IFN-y o IFN-® y con un rango de sensibilidad de 156-5000
pg/ml.

Para ello, se realizd una curva estandar de calibrado mediante la preparacion de 6
diluciones seriadas con concentraciones de IFN-a de 5000, 2500, 1250, 625, 312 y 156 pg/ml,

representando en los ejes de la recta las absorbancias vs. las concentraciones de IFN-o
conocidas. A su vez se utilizé un vial de Pegasys® y se prepar6 otra curva estandard con

diluciones seriadas del mismo en una mezcla de plasmas de individuos sanos. Las

concentraciones plasmaticas de peglFN-oo 2a en las muestras recogidas de pacientes

infectados fueron calculadas tras la extrapolacion de la sefial de absorbancia a dicha recta.

& Concentraciones de Ribavirina.

Las concentraciones de Ribavirina se determinaron mediante cromatografia liquida de alta
resolucion con deteccion ultravioleta (HPLC-UV), técnica adaptada y validada a partir del

228

método descrito por Larrat et al. ~°. El ensayo demostro ser lineal y fue validado para un

rango de concentraciones desde 0,2 a 30 pg/ml de Rbv, con un limite de deteccion de 0,1
pg/ml. La tasa de recuperacion de Rbv de plasma humano fue del 100.1% y los valores
medios de los coeficientes de variacion intra e interensayos fueron de 3,2% (rango: 1,5-5%) y
4,7 (rango: 2-8%), respectivamente.

Todos los calibradores estandares, muestras de control de calidad y muestras de estudio

fueron analizadas por duplicado.
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VIII. Evaluacion de la respuesta al tratamiento.

Se utilizaron las siguientes definiciones estandares para la evaluacion de la respuesta al
tratamiento:

a. Respuesta viral rapida (RVR): ARN-VHC indetectable (<50 6 <15 Ul/ml, en funcién de
la técnica de cuantificacion de ARN-VHC empleada) tras 4 semanas de iniciar tratamiento.

b. Respuesta viral temprana (RVT): ARN-VHC indetectable (RVTc: respuesta viral
temprana completa) o disminucion 2= 2 log,, Ul/ml con respecto a la basal tras 12 semanas de
tratamiento (RVTp: respuesta viral temprana parcial).

. Respuesta fin de tratamiento (RFT): negativizacién de la viremia tras finalizar el
tratamiento a las 48 semanas.

d. Respuesta viral sostenida (RVS): ARN-VHC indetectable 6 meses tras haber finalizado
tratamiento.

e. Recidiva: reaparicion del ARN-VHC tras alcanzar una RFT.

f. Rebrote virologico: reaparicion del ARN-VHC durante el tratamiento tras conseguirse la

negativizacion de la viremia.
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3.5. Anadlisis estadistico.

Se ha realizado estadistica descriptiva para datos demograficos, datos de farmacocinética de
peglFN-a y Rbv, diferentes tipos de respuesta viral (analizada por intenciéon de tratar y en
tratamiento), tolerancia y seguridad. Dado que el estudio fue de eficacia farmacolégica, para el
objetivo principal, se realiz6 un analisis de eficacia por protocolo, considerandose los casos
perdidos hasta la ultima visita disponible mientras continuaba en tratamiento.

Para las variables continuas se utiliz6 la mediana (M) y rango o rango intercuartilico
(RIQ), mientras que las variables categoricas fueron expresadas como nimero de casos (n) y
porcentajes (%). El punto de corte de 800.000 Ul/ml fue utilizado para dicotomizar la variable
basal de la viremia del VHC como niveles altos y bajos, tal y como se refleja en estudios
previos.

La variabilidad intra-individual de los niveles plasmaticos de ambos farmacos fue
estudiada mediante el coeficiente de variacion (CV) de todos los valores recogidos y
disponibles de cada paciente durante todo el periodo de seguimiento del tratamiento. La
variabilidad inter-individual fue calculada utilizando el CV de las medias geométricas (MG)
de los valores de los niveles disponibles de cada paciente.

Las variables continuas fueron comparadas empleando bien el test t de Student o el test U
de Mann-Whitney, segun cada caso. Las variables categdricas se analizaron utilizando el test
de Chi cuadrado (xz).

Se realizaron analisis de curvas ROC (“receiver operating characteristic””) con las MG de
los niveles tanto de peglFN-o. 2a como Rbv en semana 12 (RVT), al finalizar el tratamiento
(RFT), 6 meses tras finalizar el tratamiento (RVS) y en las recidivas, con el fin de conseguir el
mejor punto de corte capaz de discriminar entre pacientes respondedores y no respondedores
en los diferentes puntos de respuesta al tratamiento. A su vez, las concentraciones plasmaticas
de ambos farmacos, asi como las dosis de Rbv administradas diariamente (dosis/kg/dia),
fueron dicotomizadas como valores superiores e inferiores a sus medianas. La relacion entre
los niveles de Rbv con las dosis, el peso, el indice de masa corporal (IMC) y aclaramiento de
creatinina, fueron analizados mediante regresion lineal.

La relacioén entre los niveles plasmaticos y dosis con las respuestas virologicas fue
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analizada utilizando los valores de las MG de peglFN-a 2a y Rbv desde las semanas 1 hasta
la 4 para la RVR, las semanas 1 hasta la 12 para las RVT, RVTc y RVTp y desde las semanas

1 hasta la 48 para la RFT, RVS y recidivas.

Las variables estadisticamente asociadas a la respuesta viral en el analisis univariado (p<
0,2), junto con aquellas de especial relevancia clinica, se incluyeron en un andlisis de
regresion logistica multiple, con el fin de identificar el poder predictivo de cada una de ellas
para las diferentes respuestas al tratamiento (RVR, RVT, RVTc, RVTp, RFT y RVS, y
recidivas), tanto en la cohorte completa como en los diferentes grupos en funcion al genotipo
de la IL28B (grupo CC y grupo CT/TT). Para los niveles y dosis de Rbv se construyé un
modelo separado.

Se calcularon las Odds ratio ajustadas (AOR) y sus respectivos intervalos de confianza al
95% (IC,;). Todos aquellos valores de p< 0,05 se consideraron estadisticamente significativos.
A su vez, para la validacion de los modelos multivariantes se realizé la prueba de Hosmer-
Lemeshow, asi como un analisis de curvas ROC, obteniéndose los valores de sensibilidad y
especificidad de los mismos y asumiendo la discriminacion de los modelos como aceptable
con AUC > 0,7.

Todos los calculos estadisticos fueron realizados con el programa estadistico SPSS, version

15.0 (SPSS, Chicago, IL, USA).

3.6 Aspectos éticos

Evaluacién beneficio-riesgo para los sujetos de la investigacion. No existio riesgo para los
sujetos incluidos en el estudio, ya que s6lo se tomaran muestras de sangre coincidiendo con los
controles analiticos habituales en el tratamiento de esta enfermedad.

La evaluacion de los distintos factores que influyen en la respuesta del virus C a los
tratamientos actuales podria permitir la identificacion de aquellos pacientes con elevadas
probabilidades de respuesta viral sostenida y aquellos con un riesgo elevado de fracaso
terapéutico en los que, dada la frecuencia de efectos adversos del tratamiento actual y su

elevado coste, cabrian plantearse otras estrategias terapéuticas. Los resultados obtenidos de
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este estudio pueden ayudar a conocer si las concentraciones plasmaticas de interferén-o. y/o
ribavirina se relacionan o no con la eficacia del tratamiento. En caso afirmativo, los resultados
serian aplicables para mejorar la tasa de repuestas virales sostenidas en pacientes con hepatitis
cronica o cirrosis por virus C G-1 6 4 coinfectados por el VIH.

El estudio se realizd6 de acuerdo a los Principios de Buena Practica Clinica y a la

Declaracion de Helsinki.
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4.1. Caracteristicas generales de la cohorte.

Desde Junio 2004 hasta Junio 2011 se incluyeron consecutivamente un total de 178 pacientes
infectados por VIH y coinfectados por VHC (135 G-1 y 43 G-4). Cuatro de ellos (G-1) fueron
excluidos del analisis por suspender el tratamiento antes de la semana 4. Todos los pacientes eran
mayores de 18 afios, sin tratamiento previo de la hepatitis C y presentaban un buen control
inmunoviroldgico de la infeccion por VIH. Las caracteristicas basales de la cohorte completa y en
funcion del genotipo del VHC (G-1 vs. G-4) y de la IL28B (CC vs. no-CC) se muestran en la

tabla 4.

4.1.1 Caracteristicas basales de toda la cohorte.

Las caracteristicas basales mas relevantes en toda la cohorte (Tabla 4) fueron una viremia
basal elevada (>800,000 Ul/ml) en mas del 60% de los pacientes y un estadio de fibrosis hepatica
F4 en mas del 40% de los pacientes, ambos factores asociados a un peor pronostico de respuesta
al tratamiento.

Los pacientes fueron agrupados y analizados en funcion del genotipo del VHC. La tnica

variable que basalmente fue diferente entre ambos grupos fue el porcentaje de pacientes con

viremias VHC elevadas (72,5% G-1 vs. 30,2% G-4, p< 0,001, Figura 12). Por ello, dada la

relevancia clinica de dicha variable en la prediccion de la respuesta al tratamiento con peglFN-o
2a y Rbv, decidimos analizar ambos genotipos del virus como grupos independientes y a su vez,
en funcion a las variantes genéticas del polimorfismo del gen de la IL28B.

5G-1
80 1

oG-
70 - G-4

60 1
50 1
40 1

30 1
20 1
10 1

<800,000 UI/ml >800,000 UI/ml

Figura 12. Viremia basal de ARN-HCYV en los diferentes genotipos virales.
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4.1.2 Caracteristicas basales del genotipo 1 del VHC segun de IL28B.

Se analizaron un total de 131 pacientes con G-1 cuyas caracteristicas basales, globalmente y
en funcion del genotipo de la IL-28, se describen en la tabla 5. Cuando estos pacientes se
analizaron en funcion del genotipo de la IL-28, tan solo encontramos diferencia entre los
diferentes genotipos de la IL28B en los niveles basales de LDL-colesterol (> 90 mg/dl), los
cuales fueron superiores en los pacientes con genotipo CC vs. aquellos con genotipo CT/TT
(58,1% vs. 32,4%, p= 0,007). En cuanto al resto de variables basales, no se observaron

diferencias entre ambos genotipos.

4.1.3 Caracteristicas basales del genotipo 4 del VHC segun IL28B.

En el caso de los pacientes coinfectados por genotipo 4 del VHC (tabla 6), a pesar del escaso
nimero de pacientes en nuestra cohorte, la inica variable notablemente diferente entre los
diferentes genotipos de la IL28B fue la viremia basal, de tal forma que en el 100% de los
pacientes portadores del genotipo CC, los niveles de ARN-VHC eran inferiores a 800.000 Ul/ml
mientras que el 46,2% de los pacientes con genotipo CT/TT presentaban valores superiores a
800.000 Ul/ml, siendo las medias de 5,2 log,, Ul/ml en los pacientes con genotipo CC vs. 5,9
log,, UI/ml en aquellos con genotipo CT/TT (p= 0,003). En cuanto al resto de las caracteristicas
basales, no hubo ninguna otra que diferenciase a los pacientes con G-4 en funcién del

polimorfismo de la IL28B.
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Tabla 4. Caracteristicas generales de toda la cohorte y en los diferentes genotipos del VHC.

Todos G-1 G4
(n=174) (n =131) (n =43) 4
Hombres, n (%) 147 (84,5) 111 (84,7) 36 (83,7) 0,874
Edad (afios), M (rango) 41 (24-58) 41 (24-58) 43 (32-53) 0,330
Peso (kg), M (rango) 68,3 (46,5-109,3) 68,5 (46,5-109,3) 68,2 (50-98) 0,939
IMC (kg/m’), M ( rango) 23,2 (16,9-37,2) 23,2 (16,9- 37,2) 23,2 (18, - 31,2) 0,641
Factor de riesgo, n (%)
eUDVP 145 (83,3) 105 (80,2) 40 (93) 0,049
eOtros 29 (16,7) 26 (19,8) 3(7)

Estadio CDC-C previo, n, (%) 46 (26,4) 34 (26) 12 (27,9) 0,801
Recuento linfocitos

eCD4/ul, M (rango) 556 (97-1621) 553 (97-1621) 602 (106-1389) 0474

*CD4 <200/ul, n, (%) 13(7.5) 9 (6.9) 4(93) 0,599

eNadir CD4/ul, M (rango) 129(1-673) 161 (1-673) 147 (4-580) 0,693
ARN-VIH log,, copias/ml, M (rango) 1,3 (1,3-5,3) 1,3 (1,3-5,4) 1,3 (1,3-3,2) 0,377

o> 50 copias/ml, n (%) 32(18,4) 27 (20,6) 5(11,6) 0,187
Tratamiento antiretroviral, n, (%) 159 (91,4) 118 (90,1) 41 (95,3)

2 NRTIs + 1 IP 83 (52,2) 60 (50,8) 23 (56,1)

2 NRTIs + 1 NNRTI 55 (34,6) 43 (36,4) 12 (29.3) 0,631

Otros 21(13,2) 15 (12,7) 6 (14,6)
Genotipo VHC, n, (%)

ela 63 (36,2)

elb 60 (34,5)

ela/b 8 (4,0)

o4 43 (24,7)
ARN-VHC log,, UI/ml, M (rango) 6 (3,6-8,1) 6,3 (3,9-8,1) 5,7 (3,6-7,3) <0,001

> 800000 UI/ml, n (%) 108 (62,1) 95 (72,5) 13 (30,2) <0,001
Niveles ALT elevados, n (%) 134 (77) 100 (76,3) 34(79,1) 0,712
Niveles LDL mg/dl, M (rango) 73 (0-184) 88 (8-184) 82 (13-171) 0,424
Niveles LDL > 90 mg/dl, n, (%) 75 (43,1) 58 (44,3) 17 (39,5) 0,586
Estadio fibrosis hepatica, n, (%)

oF <2 73 (42) 56 (42,7) 17 (39,5)

oF 3 31(17.,8) 24 (18,3) 7(16,3) 0,711

oF 4 70 (40,2) 51 (38,9) 26 (60,5)
IL-28B (rs129679860 SNP), n, (%) 151 (86.8) 114 87) 37(86)

oCC 54 (35,8) 43 (37,7) 11(29,7) 0,336

oCT 75 (49,7) 57 (50) 18 (48,6)

oTT 22 (14,6) 14 (12,3) 8 (21,6)

M: mediana; n: nimero de pacientes; IMC: indice masa corporal, UDVP: usuario de drogas por via parenteral; NRTIs, inhibidor de la
Retrotranscriptasa andlogo de nucle6sido; NNRTI: inhibidor de la Retrotranscriptasa no anélogo de nucledsido; IP: inhibidor de
proteasa; ALT: alanina aminotransferasa; LDL-C: colesterol de baja densidad; F: estadio de fibrosis hepatica; SNP: “single nucleotide
polymorphism” (polimorfismo de un solo nucledtido).
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Tabla 5. Caracteristicas generales en Genotipos 1y segun el genotipo de la IL28B.

Genotipos 1 IL28B CC IL28B CT/TT
(n=131) (n =43/114) (n =77/114) p
Hombres, n (%) 111 (84.7) 39 (90.7) 59 (83.1) 0.258
Edad (afios), M (rango) 41 (37-45) 41 (38-46) 41 (38-45) 0.824
Peso (kg), M (rango) 68.5 (60.2-80) 66 (50-104) 69 (59.5-80) 0.811
IMC (kg/m’), M ( rango) 22.8 (21-26.5) 22.8(20.8-25.8)  23.9(21.1-27.1)  0.444
Factor de riesgo, n (%)
eUDVP 105 (80.2) 37 (86.0) 55(77.5) 0305
eOtros 26 (19.8) 6 (14.6) 16 (22.5)

Estadio CDC-C previo, n, (%) 34 (26.0) 8 (18.6) 21 (31.8) 0.192
Recuento linfocitos

e  CD4/ul, M (rango) 553 (357 - 723) 531 (357-690) 567 (369.6-723)  0.457

eCD4 <200/ul, n, (%) 9 (6.9) 4(9.3) 4(5.6) 0.364

eNadir CD4/ul, M (rango) 161 (55-259) 156 (51-214) 184 (59-274)  0.245
ARN-VIH log,, copias/mL, M (rango) 1.3 (<1.3-1.6) 1.3 (1.3-1.3) 1.3 (1.3-1.7) 0.377

> 50 copias/ml, n (%) 27 (20.6) 5(11.6) 14 (19.7) 0.261
Tratamiento antirretroviral, n, (%) 118 (90.1) 43 (100) 65 (91.5)

2 NRTIs + 1 IP 60 (50.8) 22(51.2) 32(49.2)

2 NRTIs + | NNRTI 43 (36.8) 19 (44.2) 21 (32.3) 0.296

Otros 15 (12.7) 2(2.3) 11 (18.5)
Genotipo VHC, n, (%)

ela 63 (48.1) 19 (44.2) 33 (46.5) 0775

olb 60 (45.8) 21 (48.8) 34 (47.9)

ela/b 8 (6.1) 3(7.0) 4 (5.6)
ARN-VHC log,, UI/ml, M (rango) 6.3 (5.8-6.8) 6.3 (5.3-6.9) 6.2 (5.9-6.8) 0.659

> 800000 UI/ml, n (%) 95 (72.5) 26 (60.5) 54 (76.1) 0.078
Niveles ALT elevados, n (%) 100 (76.3) 34 (82.9) 52(73.2) 0.321
Niveles LDL mg/dl, M (rango) 88 (64-105) 94 (69-116) 84 (64-97) 0.076
Niveles LDL > 90 mg/dl, n, (%) 58 (44.3) 25 (58.1) 23 (32.4) 0.007
Estadio fibrosis hepatica, n, (%)

oF <2 56 (42.7) 18 (41.9) 33 (46.5)

oF 3 24 (18.3) 6 (14.0) 12 (16.9) 0.875

oF 4 51 (38.9) 19 (44.2) 26 (36.6)
IL-28B (rs129679860 SNP), n, (%) 114 (87.0)

oCC 43 (37.7) 43 (37.7)

oCT 57 (50.0) 57 (80.3)

oTT 14 (12.3) 14 (19.7)

M: mediana; n: nimero de pacientes; IMC: indice masa corporal, UDVP: usuario de drogas por via parenteral; NRTIs,
inhibidor de la Retrotranscriptasa analogo de nucle6sido; NNRTI: inhibidor de la Retrotranscriptasa no analogo de nucleésido;
IP: inhibidor de proteasa; ALT: alanina aminotransferasa; LDL-C: colesterol de baja densidad; F: estadio de fibrosis hepética;
SNP: “single nucleotide polymorphism” (polimorfismo de un solo nucleétido).
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Tabla 6. Caracteristicas generales en Genotipos 4 y segiin el genotipo de la IL28B.

Genotipos 4

1L28B CC

1L28B CT/TT

(n=43) (n=11/37) (26/37) g
Hombres, n (%) 36 (83.7) 8(72.7) 22 (84.6) 0.403
Edad (afios), M (rango) 43 (32-53) 42 (32-46) 43 (33-51) 0.378
Peso (kg), M (rango) 68.5 (50-98) 65.4 (50.6-87) 68.6 (50-98) 0.192
IMC (kg/m’), M ( rango) 23.2(18.0-31.2) 22.4(19.8-31.2) 23.3 (18-30.8) 0.494
Factor de riesgo, n (%)
eUDVP 39 (90.7) 10 (90.9) 24.(92.3) 1
eOtros 4(9.3) 1(0.1) 2(0.8)
Estadio CDC-C previo, n, (%) 12 (27.9) 2(18.2) 7(24.1) 0.189
Recuento linfocitos
e  CD4/ul, M (rango) 602 (106-1389) 735 (106-1389) 609.1 (177-1291)  0.458
oCD4 <200/ul, n, (%) 4(9.3) 1(9.1) 1(3.8) 0.290
eNadir CD4/ul, M (rango) 162 (4-580) 205 (28-413) 138 (4-462)
ARN-VIH log,, copias/mL, M (rango) <1.3 (<1.3-3.16) <1.3 (<1.3-1.6) <1.3(<1.3-2.7) 0.151
©>50 copias/ml, n, (%) 6(13.9) 0(0) 4(15.4) 0.296
Tratamiento antirretroviral, n, (%) 41 (94,7) 11 (100) 25 (96,2)
®2 NRTIs + 1 IP 23 (53,5) 6 (54,5) 14 (56)
2 NRTIs + | NNRTI 12(27,9) 2(18,2) 8(32) 0,189
eOtros 5(11,6) 3(27,3) 3(12)
ARN-VHC log,, UI/ml, M (rango) 5.69 (3.6-7.3) 5.2 (3.6-5.9) 5.9 (4.3-7.3) 0.003
*> 800000 UI/ml, n (%) 13 (30.2) 0(0) 12 (46.2) 0.007
Niveles ALT elevados, n (%) 34 (79.1) 9 (81.8) 21 (80.8) 1
Niveles LDL mg/dl, M (rango) 82 (13-171) 0.367
Niveles LDL > 90 mg/dl, n, (%) 17 (39.5) 6 (54.5) 8(30.8) 0.268
Estadio fibrosis hepatica, n, (%)
oF<2 43 (100) 5(45.5) 11 (42.3) 1
oF 3 17.(39.5) 6 (54.5) 15 (57.5)
26 (60.5)
oF 4
IL-28B (rs129679860 SNP), n, (%) 37 (86.4)
oCC 11 (29.7)
oCT 18 (48.6) ; } )
oTT 8(21.6)

M: mediana; n: nimero de pacientes; IMC: indice masa corporal, UDVP: usuario de drogas por via parenteral; NRTIs, inhibidor de
la Retrotranscriptasa anélogo de nucledsido; NNRTI: inhibidor de la Retrotranscriptasa no anélogo de nucleé6sido; IP: inhibidor de
proteasa; ALT: alanina aminotransferasa; LDL-C: colesterol de baja densidad; F: estadio de fibrosis hepatica; SNP: “single
nucleotide polymorphism” (polimorfismo de un solo nucledtido).
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4.2.- Seguridad y eficacia del tratamiento.

4.2.1 Efectos adversos durante el tratamiento al tratamiento.

De los 174 pacientes inicialmente incluidos, 26 pacientes no llegaron a completar el
tratamiento, 15 por efectos adversos y 11 lo abandonaron por otros motivos (pérdida de
seguimiento, decision del paciente y/o arresto o encarcelamiento). Entre los efectos adversos mas
severos que obligaron a suspender el tratamiento se observaron: tuberculosis diseminada (n= 1),
descompensacion hepatica (n= 2), fallo renal (n= 1), neumonia (n= 1) e intento de suicidio (n=1).
Otros efectos adversos que no obligaron a la suspension del tratamiento fueron los habituales del
tratamiento con peglFN y Rbv, esto es, plaquetopenia, anemia, neutropenia, astenia, flulike, dolor

de cabeza, depresion, irritabilidad y nerviosismo.

4.2.2 Administracion de eritropoyetina.
El uso de eritropoyetina fue requerido en un total de 31 pacientes (17,8%) durante el curso del

tratamiento.

4.2.3 Adherencia al tratamiento
La adherencia global del tratamiento se valord tras la entrevista con el paciente en cada visita

del tratamiento, la cual fue del 90% en toda la cohorte, hasta la discontinuacion del tratamiento.

4.2.4 Eficacia del tratamiento con peglFN-O. 2a y ribavirina.

En el analisis por intencion de tratar (ITT) y en tratamiento (OT), la eficacia del tratamiento,
valorada como RVS, en la cohorte global fue del 33,7% y 36,47% respectivamente. La evolucion
de las respuestas durante el seguimiento del tratamiento en todos los pacientes que iniciaron

peglFN-a 2a y ribavirina se muestra en el diagrama de flujo representado en la figura 13.
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Cp pegIlFN-a 2a y Rbv, cinética viral e IL28B
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Figura 13. Evolucion de los pacientes en los diferentes tiempos de respuesta.

Notas: EAs: Efectos adversos; PS: pérdida de seguimiento,; RV: rebrote viroldgico del VHC.

En nuestra cohorte observamos una clara y significativa diferencia en las tasas de respuesta al
tratamiento en aquellos pacientes portadores del alelo C con respecto a los portadores del alelo T,
con mayores tasas de respuesta a lo largo de todos los puntos del tratamiento en el grupo de

pacientes con genotipo CC de la IL28B (p< 0,001), excepto en las recidivas (Figura 14A).
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Cp pegIlFN-a 2a y Rbv, cinética viral e IL28B
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Figura 14A. Tasas de respuesta en la cohorte general segun el genotipo de la IL28B.

En relacion a los genotipos virales, a pesar de presentar tasas de respuesta similares
(Figura 14B), éstos fueron analizados independientemente con el fin de estudiar el efecto de la

IL28B en cada uno de ellos (Figura 15).

Figura 14B. Tasas de respuesta en los diferentes genotipos del VHC.
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Cp pegIlFN-a 2a y Rbv, cinética viral e IL28B
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Figura 15. Tasas de respuesta en cada genotipo viral segun genotipo de la IL28B.

Encontramos una fuerte influencia del polimorfismo de la IL28B en los pacientes coinfectados
por el G-4 del VHC, superior a la alcanzada en aquellos con G-1, siendo las tasas de RVTc, RFT
y RVS del 100% en los pacientes con genotipo CC y G-4 del VHC.

A su vez, estudiamos la respuesta viral en los diferentes subtipos del G-1 (la y 1b) por

separado, evaluando a su vez en cada subtipo, la influencia del gen de la IL28b en la respuesta

(Figuras 16 y 17).
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Figura 16. Respuesta al tratamiento en diferentes subtipos del G-1.
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Figura 17. Respuesta al tratamiento en diferentes subtipos del G-1 en funcion al genotipo de la IL28B.

Como se puede apreciar en las graficas anteriores, en conjunto no se observaron diferencias
entre ambos subtipos (1a vs. 1b) del G-1 del VHC en ningun tiempo o punto de respuesta (Figura

16). A pesar de ello, y debido a la relevancia que actualmente podria tener el comportamiento

viral de ambos subtipos con los nuevos inhibidores de la proteasa del virus C, estudiamos en cada

uno de ellos las respuestas al tratamiento en base al genotipo de la IL28B. (Figura 17). En los
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pacientes portadores del genotipo CC de la IL28B observamos claras diferencias en las
frecuencias de RVR entre ambos subtipos del VHC (la: 5,3% vs. 1b: 38,1%; p= 0,002). Del
mismo modo, analizando cada subtipo por separado, observamos como la influencia de dicho
polimorfismo fue mayor en el subtipo 1b que en el 1a (Figura 17). Los pacientes infectados por
el subtipo 1b y portadores de un genotipo CC presentaron tasas de RVR, RVTc, RFT y RVS

significativamente superiores a los 1b CT/TT (p< 0,003), observandose que las diferencias en el

subtipo 1a fueron mucho menores (tabla 7).

Tabla 7. Tasas de respuesta en los diferentes subtipos del G-1 VHC
segun el genotipo de la IL28B.

RVR RVTe RFT  RVS Recidivas
1a-CC (n=19) 5,3 68,4 82,4 52,9 35,7
1b-CC (n=21) 38,1 71,4 80 73,3 8,3
Valor p 0,013 083 0865 0234 0117
1a non-CC (n=33) 18,2 38,7 35,7 25 30
1b non-CC (n=34) 2,9 30,3 33,3 23,3 33
Valor p 0,048 0479 0849 0,882 0,630
1a-CC (n=19) 5,9 68,4 82,4 52,9 35,7
1a non-CC (n=33) 18,2 38,7 35,7 25 30
Valor p 0189 0041 0,002 0,058 0,561
1b non-CC (n=34) 2,9 30,3 23,3 333 33,3
1b-CC (n=21) 38,1 71,4 73,3 80 8,3

Valor p 0,189
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4.3.- Farmacocinética y peglFN-a 2a y Rbv.

Durante el seguimiento de la cohorte se realizaron un total de 913 y 885 determinaciones de
Rbv y peglFN-a 2a respectivamente, con una media de 5 determinaciones por paciente (rango, 1
- 9 para peglFN-a 2a y 1 — 10 para Rbv).

La dosis media administrada de Rbv fue de 15,7 mg/kg (RIQ, 14 — 17,8 mg/kg). Se redujo la
dosis de peglFN-a 2a en 12 pacientes entre las semanas 5 y 37 de tratamiento (M: semana 18),
mientras que la reduccion de dosis de Rbv fue requerida por 31 pacientes entre las semanas 4 y
36 (M: semana 8). Todas estas modificaciones de dosis fueron llevadas a cabo una vez alcanzada
la indetectabilidad del ARN-VHC en plasma.

Como se puede apreciar en la tabla 8, las concentraciones plasmaticas (C) de ambos
farmacos fueron significativamente inferiores durante las dos primeras semanas, alcanzandose el
estado de equilibrio a partir de la cuarta semana, no existiendo diferencias entre los niveles en la
semana 4 de tratamiento y las medias geométricas de las concentraciones hasta el final de
tratamiento en aquellos pacientes sin reduccion de dosis. En estos mismos pacientes, la mediana
de la variabilidad intraindividual fue del 17,8% (RIQ, 0,4 — 26,8%) para peglFN-o 2a y del

30,4% (RIQ, 19,5 — 46,7%) para Rbv. Los valores de la variabilidad interindividual para pegIFN-

o 2a'y Rbv fueron del 37,2% y 48,3%, respectivamente.

4.3.1 Relacion entre las concentraciones plasmadticas y otras variables.

No se observé ninguna relacion entre la MG de los niveles de peglFN-a 2a durante todo el
tratamiento y el peso (r= 0,016; p= 0,417). Igualmente, tampoco se observaron diferencias entre
los niveles de este farmaco en funcidn al sexo (p= 0,158) o la presencia de cirrosis (p= 0,774).

En relacion a los niveles de Rbv observados, se encontrd una correlacion negativa entre la MG
y el peso desde la semana 4 hasta la 48 (r= -0,268; p <0,001), el IMC (r= -0,154; p= 0,043) y
aclaramiento de creatinina o filtrado glomerular (r=-0,312; p <0,001).

Por otro lado, no encontramos relacion entre la dosis de Rbv administrada en funcién del peso

(dosis/’kg) y las concentraciones plasmadticas de Rbv (r= 0,122; p= 0,110) (Figura 18).
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Tabla 8. Niveles plasmadticos de peglFN-o 2a y Rbv a lo largo del tratamiento

en pacientes sin reduccion de dosis.

Semanas de tratamiento

1 2 4 8 12 24 36 48
peglFN-0.2a 3 3572 39815 41545 3884 4168 4192 4099
(pg/mL), M

(rango) (172-10545) (131-11241) (590-12199) (975-8962) (806-9901) (224-11004) (900-10591) (453-11225)
N 65 136 156 122 140 102 79 71
F——

(;:g/::)ln;l 1,09 1,44 1,67 1,92 1,82 1,86 1,99 2
(rango) (0,1-3,42)  (0,09-9,73) (0,07-7,76) (0,07-7,47) (0,25-6,24) (0,1-8,89) (0,22-8,82) (0,32-8,30)
n 71 142 164 126 146 101 76 64

M: Mediana y n: nimero de pacientes.
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Figura 18. Correlacion entre las C, de Rbv y dosis/kg durante las 12 primeras semanas del tratamiento.
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4.3.2 Analisis de curvas ROC.

Tras realizar un andlisis de curvas ROC, no encontramos ningin punto de corte lo
suficientemente discriminativo para diferenciar entre respondedores y no respondedores al

tratamiento en los diferentes tiempos en que se evaluaron las respuesta virales (RVR RVTc, RFT,

RVS y recidivas), ya que las distintas areas bajo la curva (AUC) fueron < 0,60 (Figura 19)

Curva ROC para RVR

0,8

= & Respuesta Viral Rdpida
_g 0,6
g
=
g —— MG Cp Rbv §.1-4
S — gﬁ;:p Rlﬂi ;; Dosis Rbv  C Rbv C, pegIFN-0 2a
Linea de referencia
AUC 0,480 0,491 0,583
027 IC ,,, 0,36-0,6  0,37-0,62 0,46-0,70
P valor 0,062 0,887 0,1743
Y e o o To
1 - Especificidad
Cwrva ROC para RVTc
1.0
0.8
- & Respuesta Viral Temprana completa
£ 0.6
=l
=
E o e MG Dosis Rhvikg §.0-12 -
0.4 MG R 12 Dosis Rbv  C,Rbv  C, pegIFN-0L 2a
—— MG Cp FN §.1-12
Linea de referencia AUC 0,476 0,595 0,497
0.2 IC ,,, 0,39-0,57  0,51-0,68 0,41-0,59
P valor 0,594 0,038 0,943
YT ez or o6 o5 1o

1 - Especificidad
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Cwrva ROC para RFT
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% Respuesta Fin de Tratamiento

Dosis Rbv  C Rbv C, peglFN-QL 2a
AUC 0,516 0,617 0,592
IC ,,, 0,42-0,61  0,52-0,71 0,5-0,67
P valor 0,737 0,017 0,061

& Respuesta Viral Sostenida

Dosis Rbv  Cp Rbv C, peglFN-QL 2a
AUC 0,563 0,588 0,530
IC ,,, 0,46-0,66  0,49-0,69 0,43-0,63
P valor 0,214 0,080 0,546
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Cwrva ROC para Recedivas
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Figura 19. Curvas ROC en los diferentes tiempos de respuesta al tratamiento.
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4.4. Cinética Viral.

La cinética viral se evaludé como la caida de la viremia de ARN-VHC (log,, ARN-VHC) en
las semanas 2, 4 ,8 y 12 respecto a la basal. Se analiz6 tanto en la cohorte general, como en los

distintos genotipos y subtipos del VHC, asi como en funcién al genotipo de la IL28B.

4.4.1 Cinética viral segun genotipo de la IL28B en toda la cohorte y en los diferentes
genotipos del VHC.

Como se puede apreciar en la figura 20, en toda la cohorte se observo una cinética viral mas
rapida en aquellos pacientes con el polimorfismo genético CC de la IL28B que en aquellos con el

polimorfismo CT/TT (p< 0.001). Estos resultados fueron similares cuando se analizaron por

separado los genotipos 1 y 4 (Figura 21).

Semanas de tratamiento con pegIFN-0 2ay Rbv
0 2 4 8 12

Caida log,, ARN-VHC (Ul/ml)

—a— CC CT/TT

5

Figura 20. Cinética viral segun genotipo de la IL28B en toda la cohorte.

S as de tr iento con peglFN-O 2ay Rbv

—@— G-4CC ==h=-GA4CT/TT

Caidalog ,, ARN-VHC (UI/ml)

-5 —— G-1CC --E--G-1CT/TT

Figura 21. Cinética viral en G-1y G-4 segun genotipo de la IL28B.
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4.4.2 Cinética viral segun el genotipo de la IL28B en los diferentes subtipos del G-1 del

VHC.
Por otro lado, y en base a los resultados hallados en las tasas de respuesta en los diferentes
subtipos del G-1 y la influencia del SNP en el gen de la 1L28, estudiamos la caida viral en
funcion de ambas variables, observando que la influencia del genotipo de la IL28B en la cinética

viral fue mas acentuado en el subtipo 1b que en el 1a a lo largo de las 12 primeras semanas

(Figura 22 y tabla 9).

Semanas de tratamiento con pegl FN-O 2ay Rbv

E
=~
2
&)
o
%
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~
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S
]
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&)
-5 —A- 1aCC (n=15) —&— 1a CC/TT (n=18) -4,3
—a— 1b CC(n=16) - A= 1b CC/CT(n=22)

Figura 22. Cinética viral en los diferentes subtipos del G-1 segun el genotipo de la IL28B.

Tabla 9. Cinética viral de los subtipos del G-1 segun el genotipo de la IL28B.

Caida log,, ARN-VHC (UI/ml)
Subtipos G-1 VHC Semana 2 Semana 4 Semana 8 Semana 12

1b CCvs. CT/TT .1 95vs.-0,73 -2,92vs.-0,90 -3,87 vs.-1,99 -4,25vs. 2,92
(n=16 vs. 22)

Valor p 0,01 <0,001 <0,001 0,025

1aCCvs. CT/TT 1 07vs.-1,25 -2,16vs.-2,31  -3,62vs. -3,31 -4,47 vs. -3,58
(n=15 vs. 18)

Valor p 0,675 0,767 0,630 0,184
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4.5. Cinética viral y concentraciones plasmadticas de pegl FN-& 2a y ribavirina.

En un analisis de la cohorte general, incluyendo ambos genotipos del VHC vy sin distinguir
entre los diferentes genotipos de la IL28B, no observamos ninguna correlacion entre las C  de
peglFN-a 2a y Rbv con la cinética viral durante las 12 primeras semanas (S) de tratamiento,
[MG C, Rbv, S-4 (r=-0,222, p= 0,289); S-12 (= -0,089,p= 0,119)] y [C, MG peglFN-a 2a, S-4
(r=-0,137, p= 0,053); S-12 (r=-0,023, p= 0,390)].

Al analizar por separado los genotipos 1 y 4 y del gen de la IL28B, tan s6lo encontramos una
correlacion negativa entre la MG de las C | de Rbv y la caida de la viremia en semana 12 en los

pacientes infectados por G-1 del VHC y portadores del genotipo desfavorable de la IL28B

CC/CT (n=62), (1= -0,344, p= 0,006) (Figura 23).

MG Cp Rbv Semanas 1-12

Caida log ARN-VHC Ul/ml semana 12
Figura 23. Correlacion entre las Cp de Rbv y la cinética viral durante las 12 primeras semanas de

tratamiento en pacientes con G-1y genotipo CT/TT de la IL28B.
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Puesto que en el analisis de curvas ROC, no encontramos puntos de corte para las Cp de ambos
farmacos con buen poder dismicriminativo de la respuesta, dicotomizamos estos valores utilizando el

valor de las medianas de las medias geométricas de la C observadas desde la semana 4 hasta el final del

tratamiento (3.400 pg/ml para peglFN-a 2a y 1,6 pg/ml para Rbv), observando diferencias en las

cineticas virales durante las 12 primeras semanas en funcion de los valores dicotomizados de las C|

tanto de peglFN-a 2a como de Rbv.

4.5.1 Relacion entre las Cp de peglFN-a 2a y cinética viral temprana en pacientes
coinfectados por G-1 del VHC.

Como se muestra en las siguientes figuras, observamos claras diferencias en la cinética viral en los

pacientes cuyas MG de las Cp en semanas 4-12 fueron superiores a 3.400 pg/ml (Figura 24A).

TODOS G 1 VHC Semanas de tratamiento

Caida virallog,, ARN-VHC (UI/ml)

= =@ = Cp IFNpeg <3.400 pg/ml (n=24) % 3,88

5 —m— Cp IFNpeg >3.400 pg/ml (n=53) %
TODOS G-1 Caida ARN-VHC durante las primeras 12 semanas
Semanas 0 2 4 8 12
Cp PeglFN-OL 2a <3.400 pg/ml (n=24) 0 -0,69 -1,21 -2,08 -2,74
Cp PegIFN-Ol 2a >3.400 pg/ml (n=53) 0 -1,21 -2,19 -3,33 -3,88
Valor p 0,018* 0,005* 0,007* 0,01*

Figura 24A. Relacion entre las Cp de peglFN-o 2a y la cinética viral durante las primeras 12

semanas de tratamiento.
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4.5.2 Relacion entre las Cp de peglFN-& 2a, cinética viral temprana en G-1y genotipo de la

IL28B.

Sin embargo, curiosamente cuando analizamos por genotipos de la IL28B, observamos que dicho

efecto tan sélo se reflejaba en los pacientes con un genotipo No-CC (desfavorable) en las semanas 8 y

12 (Figuras 24B y 24C).

CCIL28B Semanas de tratamiento

0 2 4

Caida viral log,, ARN-VHC (UI/ml)

= =@ == Cp IFNpeg <3.400 pg/ml (n=6) -3,81
S —@— Cp IFNpeg >3.400 pg/ml (n=24) 4,37
Genotipo 1 y CC-IL28B Caida ARN-VHC durante las primeras 12 semanas
Semanas 0 2 4 8 12
Cp PegIFN-OL 2a < 3.400 pg/ml (n=6) 0 -1,05 -1,77 -3,01 -3,84
Cp PegIFN-O 2a >3.400 pg/ml (n=24) 0 -1,5 -2,66 -3,81 -4,37
Valor p 0,476 0,131 0,271 0,549

Figura 24B. Relacion entre las Cp de peglFN-o 2a y la cinética viral en genotipos CC de la IL28 durante las

primeras 12 semanas de tratamiento.
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CT/TT IL28B Semanas de tratamiento

= =@ == Cp IFNpeg <3.400 pg/ml (n=18) -3,71

== Cp IFNpeg >3,400 pg/ml (n=19)

Caida viral log;, ARN-VHC (Ul/ml)

Genotipo 1y CT/TT-IL28B Caida ARN-VHC durante las primeras 12 semanas
Semanas 0 2 4 8 12
Cp PegIFN-Ol 2a < 3.400 pg/ml (n=18) 0 -0,57 -1,03 -1,77 -2,37
Cp PegIFN-OL 2a >3.400 pg/ml (n=19) 0 -1,2 -1,81 -2,96 -3,71
Valor p 0,149 0,101 0,033* 0,034*

Figura 24C. Relacion entre las Cp de peglFN-0o 2a y la cinética viral en genotipos CT/TT de la IL28 durante

las primeras 12 semanas de tratamiento.
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4.5.3 Relacion entre las Cp de ribavirina y cinética viral temprana en G-1 del VHC.

En cuanto a las Cp de Rbv, observamos que en aquellos pacientes cuyas MG de Cp entre semanas

1-12 fueron superiores a 1,6 pg/ml, existe una mayor caida de la viremia en semana 12 (Figura 25A)

TODOS G 1 VHC

Semanas de tratamiento

0 2 4 8 12

Caida viral log,, ARN-VHC (UI/ml)

-4 = =g == Cp Rbv <1,6 pg/ml (n=40)
-3,98
5 ——8— Cp Rbv>16 pg/ml (n=44)
*

TODOS G-1 Caida ARN-VHC durante las primeras 12 semanas
Semanas 0 2 4 8 12
Cp Rbv < 1,6 ng/ml (n=40) 0 -1,19 -1,71 2,79 3,16
Cp Rbv>1,6 pg/ml (n=44) 0 -1,22 -2,1 -3,22 -3,98
Valor p 0,919 0,252 0,297 0,052*

Figura 25A. Relacion entre las Cp Rbv y la cinética viral durante las primeras 12 semanas de tratamiento.
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4.5.4 Relacion entre las Cp de ribavirina, cinética viral temprana en G-1 y genotipo de la

IL28B.

Asimismo, cuando analizamos en funcion al genotipo de la IL28B, estas diferencias unicamente

se observaron en los pacientes portadores del genotipo desfavorable de la IL28B CT/TT (Figuras 25B y

25C), al igual que con las Cp de peglFN-a 2a.

CC IL28B Semanas de tratamiento

0

-1

2

3
2,71

= =@ == Cp Rbv<1,6 pg/ml (n=15)

5 ——@— Cp Rbv>1,6 pg/ml (n=17) 4,5

Caida viral log,, ARN-VHC (UI/ml)

Genotipo 1y CC-IL28B Caida ARN-VHC durante las primeras 12 semanas

Semanas 0 2 4 8 12
Cp Rbv<1,6 ng/ml (n=15) 0 -1,17 -2,37 -3,48 -4,1
Cp Rbv>1,6 ug/ml (n=17) 0 -1,78 -2,71 -3,97 -4,5
Valor p 0,208 0,458 0,399 0,461

Figura 25B. Relacion entre las Cp de Rbv y la cinética viral en genotipos CC de la IL28 durante las primeras

12 semanas de tratamiento.
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CT/TT IL28B Semanas de tratamiento

v 2 4 8 12

= =@ =« Cp Rbv<1,6 pg/ml (n=19)

-3,84

5 ——— Cp Rbv>16 pg/ml (n=23) *

Caida viral log,, ARN-VHC (Ul/ml)

Genotipo 1y CT/TT-IL28B Caida ARN-VHC durante las primeras 12 semanas

Semanas 0 2 4 8 12
Cp Rbv<1,6 ng/ml (n=19) 0 -0,98 -1,11 2,16 2,36
Cp Rbv > 1,6 pg/ml (n=23) 0 -0,84 -1,76 -2,78 -3,84
Valor p 0,733 0,145 0,244 0,011*

Figura 25C. Relacion entre las Cp de Rby y la cinética viral en genotipos CC de la IL28 durante las primeras

12 semanas de tratamiento.
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4.5.5 Relacion entre las Cp de peglFN-& 2a y ribavirina y cinética viral temprana en pacientes

coinfectados por G-4 del VHC.

En los pacientes infectados por el genotipo 4 del VHC, no observamos relacion entre las Cp tanto de

peglFN-a 2a como de Rbv con la cinética viral durante las 12 primeras semanas de tratamiento

(Figuras 26 y 27).

Caida virallog,, ARN-VHC (Ul/ml)

Semanas de tratamiento

eeoe@ee CplIFNpeg<3.400 pg/ml (n=13) -3

e—{}=— Cp IFNpeg >3.400 pg/ml (n=11)

TODOS Genotipo 4

Caida ARN-VHC durante las primeras 12 semanas

Semanas

0 2 4 8 12

Cp PeglFN-a 2a <3.400 pg/ml (n=13)) 0
Cp PegIFN-a 2a > 3.400 pg/ml (n=11) 0 -1,31 -1,91 -2,61 -3

Valor p

0,232 0,452 0,888 0,832

Figura 26. Relacion entre las Cp de peglFN- 2a y la cinética viral en genotipos 4 del VHC durante las

primeras 12 semanas de tratamiento.
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Semanas de tratamiento

eee@ee CpRbv<1,6 ug/ml(n=10)

Caida virallog,, ARN-VHC (Ul/ml)

4
—— CpRbv >1,6 pg/ml (n=16)

S
TODOS Genotipo 4 Caida ARN-VHC durante las primeras 12 semanas
Semanas 0 2 4 8 12
Cp Rbv<1,6 pg/ml (n=10) 0 -1,15 -1,63 -2,09 -2,66
Cp Rbv >1,6 pg/ml (n=16) 0 -0,91 -1,6 -2,57 -2,82
Valor p 0,608 0,946 0,462 0,814

Figura 27. Relacion entre las Cp de Ribavirina y la cinética viral en genotipos 4 del VHC durante las primeras

12 semanas de tratamiento.

Debido a que no observamos diferencias en la caida viral en funcion a las Cp alcanzadas en
ambos farmacos, los pacientes coinfectados con el G-4 del VHC no fueron analizados en funcion al

genotipo de la IL28B.
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4.6. Factores asociados a la respuesta virologica.

4.6.1 Anadlisis univariante en la cohorte completa.

En primer lugar realizamos un analisis global de toda la cohorte (tabla 10) y posteriormente se
analiz6 agrupando a los pacientes en 2 grupos: pacientes con genotipo CC y pacientes con genotipo no-
CC (CT/TT) de 1a IL28B (tabla 11).

Las variables sexo ¢ IMC no se asociaron a ningun tipo de respuesta tanto en la cohorte general
como en los diferentes genotipos de la IL28.

En la cohorte en general (tabla 10), las variables asociadas a una mayor tasa de RVS fueron: una
viremia de VIH < 50 copias/ml (p= 0,007) y VHC < 800.000 UI/ml al inicio del tratamiento (p= 0,012),
niveles de LDL-C basales > 90 mg/dl (p= 0,015), portar el genotipo CC de la IL28 (p <0.001) y haber
recibido dosis de ribavirina >15,6 mg/kg durante todo el tratamiento (p= 0,036). Un menor estadio de
fibrosis hepatica también se asocidé a una mayor tasa de RVS aunque sin alcanzar significacion
estadistica a nivel de p< 0.05 (p= 0,082). Por el contrario, ni las C de Rbv ni de peglFN-o 2a mayores
a la mediana de la muestra, estuvieron relacionadas con una mayor tasa de RVS. A pesar de ello, niveles
de Rbv >1.6 ug/ml, se asociaron con una mayor tasa de RVTc (p= 0.014), RVT (p= 0.024) y RFT (p=
0.040), sin alcanzarse la significancia estadistica en el caso de la RVS. La viremia del VHC basal fue la
unica variable asociada a las recidivas.

En el analisis en funcion de los diferentes genotipos de la IL28B (CC vs. CT/TT), las variables
asociadas a RVS en el grupo CC fueron: presentar viremias de VHC basales < 800.000 Ul/ml (p=
0.042), un estadio de fibrosis < F2 (p= 0.030), estar infectado por G-4 del VHC (p= 0.041) y presentar
dosis de Rbv >15,6 mg/kg durante todo el tratamiento (tabla 11).

En el grupo de pacientes portadores del genotipo CT/TT, las tnicas variables asociadas a una mayor
tasa de RVS fueron alcanzar C, de peglFN > 3400 pg/ml (p= 0,016) y C, de Rbv > 1.6 pg/ml (p=

0,050) a lo largo de todo el tratamiento.
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Tabla 10. Analisis Univariado de las variables asociadas con la respuesta al tratamiento en toda la cohorte (G1 y G4).

Vel RVR (%) RVTC (%) RVT (%) RFT (%) RVS (%) Recidivas (%)
R T ) n=174 Valor p n=168 Valor p n =168 Valor p n =146 Valor p N=146 Valor p N= 68 Valor p

S

&0 184vs. 7.4 0,259  482vs.36 0,257 72 vs. 60 0225  479vs.44 0720  37.2vs.40 0,792 22.4vs. 10 0,674
Hombre vs. mujer
IMC (kg/m2) 171vs. 159 0,832  46,7vs.459 0918  729vs.656 0,318 47,2vs. 47,4 0983  36vs. 404 0593  238vs. 154 0,404
(< vs.>25)
ARN-VIH basal 183vs. 94 0,221  50,7vs. 28,1 0,021 75 vs. 50 0,006  534vs.233 0,003 43,1vs 16,7 0,007 19,4vs. 33,3 0,595
(< vs. > 50 copias/ml)
Genotipo VHC 13,7vs. 256 0,071  46,5vs. 463 0,990 70,9vs. 683 0,754  486vs. 436 0,592 37,4vs. 385 0,905  235vs.11,8 0,490
(1vs.4)
ARN-VHC 37,9vs.37 <0,001 619vs.37,1 0002 71,4vs.695 0,794 528vs.441 0,309 509vs. 30,1 0,012 3,6 vs. 32,5 0,004
(< vs. > 800.000 Ul/ml)
Nivel basal LDL 12,1vs. 22,7 0,065 368vs.589 0,004  60vs.83,6 0,001  37,6vs.60,7 0,006 294vs.492 0015  22,6vs.189 0,710
(< vs. > 90 mg/dl)
Fibrosis avanzada 16,4vs. 188 0,945 549vs. 40,2 0,059  83,1vs. 60,8 0,002  57,4vs.40 0,038 459vs. 31,8 0082  20,6vs. 20,6 1
(F<2vs.F>3)
1L.28 SNP 333vs. 82 <0001 755vs.30,9 <0,001 90,6vs.59,6 <0,001 864vs 30,2 <0001 72,7vs.221 <0,001  158vs. 28 0,241
(CCvs. CT/TT)
Niveles peglFN-a2a* 155\ 183 0312  422vs.49 0397  688vs. 704 0822  387vs. 557 0045  323vs.43 0191  16,7vs.233 0525
(< vs. > 3400 pg/ml)
Niveles Rbv** 189vs. 144 0442  37.2vs.563 0014 628788 0024 395vs.565 0,040 316vs. 449 0098  20vs. 211 0,915
(£ vs.> 1.6 ng/ml)
Dosis de Rbv*> 122vs. 207 0,135 489vs. 438 0507 69,3vs. 71,3 0,784  41,7vs.527 0182  292vs. 459 0,036 31vs. 12,8 0,066

(S vs. > 15.6 mg/ke)

*: Analisis realizado con la MG de las Cp de peglFN-a 2a entre semanas 1-4; ** Analisis realizado con la MG de las Cp de peglFN-a 2a entre

semanas 1-12; *** Analisis realizado con la MG de las Cp de pegIFN-a. 2a entre semanas 1-48.

84



4.6.2 Analisis univariante en los diferentes genotipos del VHC.
Dadas las diferencias observadas entre ambos genotipos del VHC en la respuesta y viremias basales,
analizamos ambos genotipos de forma independiente con el fin de evaluar si las variables asociadas a

las respuestas virales diferian entre genotipos 1y 4.

4.6.2.1 Analisis en genotipos 1 del VHC.

Como se muestra en la tabla 11, en pacientes con G-1 del VHC, las tinicas variables asociadas a una
mayor tasa de RVS fueron el genotipo CC de la IL28B (p< 0,001), presentar un menor estadio de
fibrosis hepatica (p= 0,036) y niveles basales de LDL > 90 mg/dl (p= 0,012). Asimismo, al igual que en
el analisis previo de toda la cohorte, las Cp de Rbv se asociaron a una mayor tasa de respuesta al
tratamiento en todos los puntos, aunque sin alcanzar significacion estadistica en el caso de la RVS.

Al estratificar la cohorte de G-1 en funcion a la IL28B, en pacientes con genotipo CC de la IL28B,
las unicas variables asociadas a RVS fueron la fibrosis hepatica y dosis de Rbv > 15,6 mg/kg. Sin
embargo, en pacientes portadores del alelo de riesgo T (CT/TT), alcanzar Cp de peglFN-a 2a > 3400
pg/ml y Cp de Rbv > 1,6 pg/ml a lo largo de todo el tratamiento, se asociaron a una mayor tasa de

RVTc, RFT y RVS (p= 0,02 y p= 0,048, respectivamente).
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Tabla 11. Analisis Univariado de las variables asociadas con la respuesta al tratamiento en Genotipos 1 seglin genotipo de la I1.28.

VeI RVR (%)  Valor RVTc(%) Valor  RVT (%) Valor  RFT (%) Valor  RVS(%)  Valor Rec(';"’as Valor
(andlisis univariado) n=174 p n =168 p n =168 p n =146 p N=146 p N(—(29 P
HCV subtype cc  53vs 381 0013 684vs 714 0836 842vs 90,5 0,654 824vs 80,0 0,608 529vs 773 0234 357vs 83 0,170
lavs. 1b CTAT  182vs 29 0054 387vs, 303 0479 613vs 60,6 0955 357vs 333 0,849 250vs, 233 0882  30vs, 333 1
ARN-VHC cc  471vs 77 0007 824vs 615 0146 882vs 885 1  750vs 864 0641 750vs 591 0294  Ovs 316 0,136
(<vs.>800.000UVMD) oo 994vs 37 0007 37.5vs, 308 0615 50vs 654 0378 357vs 354 0610 286vs 250 0518  20vs, 316 1
Nivel basal LDL cc 222vs, 240 1 556vs 800 0085 722vs 100 0,009 667vs, 947 0046 533vs, 77,3 0218  20vs, 22,2 1
(< vs. > 90 mg/dI)

CTAT  63vs 174 0,203 261vs 455 0110 587vs, 682 0451 300vs 455 0224 200vs 364 0159  364vs 20 0,635
Fibrosis avanzada cc 222vs, 240 1 77.8vs, 640 0332  100vs 80 0064 929vs 750 0,190 857vs 500 0035 7,7vs, 333 0,173
(F<2vs. F>3)

CTAT  61vs 132 0438 355vs 297 0613  71vs 541 0153 448vs 273 0149 310vs 212 0378 333vs 222 0,659
Niveles peglFN-a 2a cc  115vs 318 0140 429vs 815 0017 857vs 889 1  833vs, 818 1 750vs 591 0294  10vs 27.8 0375
(< vs. > 3400 pg/ml) *

CTAT  129vs, 7.9 0,692 258vs 389 0256 548vs 667 0451 200vs 51,6 0,010 133vs 387 0024 33,3vs, 26,7 1
Niveles Rbv

cc 208vs 263 0,728 526vs826 0036 842vs 91,3 0,644 692vs 90,5 0,133 615vs 667 0522 11,1vs 263 0,630

(<vs. > 1.6 pg/ml) **

CT/ITT 5,9vs, 14,3 0,428 15,2 vs, 50,0 0,002 51,5vs, 73,5 0,063 25,0 vs, 48,3 0,059 15,6 vs, 37,9 0,048 37,5vs, 23,1 0,631
Dosis de Rbv

cc  133vs 286 0451 714vs 682 0817 877vs 90,0 0595 765vs 888 0,328 471vs 824 0031 385vs 67 0,069

(<vs. > 15.6 mg/kg) ***

CTAT  86vs, 11,1 1 371vs, 273 0385 60vs 636 0758 27.6vs 424 0223 20,7vs, 303 0388  28.6vs, 28,6 1

*: Analisis realizado con la MG de las Cp de pegIFN-a 2a entre semanas 1-4; ** Analisis realizado con la MG de las Cp de peglFN-a 2a entre

semanas 1-12; *** Analisis realizado con la MG de las Cp de pegIFN-a 2a entre semanas 1- 48.
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4.6.2.2 Analisis en genotipos 4 del VHC.

Un total de 43 con VHC G-4 fueron incluidos en el analisis. Tal y como se puede observar en la
tabla 12, en todos ellos, las Unicas variables fuertemente asociadas a una mayor tasa de respuesta al
tratamiento fue una viremia de VHC basal < 800.000 Ul/ml y el genotipo CC de la IL28B. Las Cp tanto
de peglFN-a. 2a como Rbv no se asociaron a la respuesta virologica en ningin punto de respuesta al
tratamiento.

Tras el analisis en funcion al genotipo de la IL28B, a pesar del escaso nimero de pacientes con
determinacion del genotipo de la 1L28 (37/43), el 100% de los pacientes homocigotos CC (n= 10)
alcanzaron RVTc, RFT y RVS, siendo interesante resaltar que todos ellos presentaron viremias basales
de ARN-VHC bajas (< 800.000 Ul/ml). Por otra parte, en los pacientes con genotipo CT 6 TT, en el
analisis bivariante, no encontramos ningun factor asociado a las respuestas virales a lo largo del
tratamiento.

Dado el pequefio tamafio de la muestra y que el 100% de los pacientes con un genotipo CC de la
IL28B presentaban viremias basales inferiores a 800,000 Ul/ml, no pudimos disefiar un modelo

predictivo de respuesta en pacientes con G-4.
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Tabla 12. Analisis univariado de las variables asociadas con la respuesta al tratamiento en Genotipos 4 y pacientes no-CC.

Variables RVR (%) - RVTc (%) 5 RFT (%) 5 RVT (%) 5 RVS (%) - Recidivas (%)
(anélisis univariado G-4) n=43 n=41 n=41 n= 39 n= 39 n= 14

ARN-VHC Todos  36,7vs, 0 0,019 64,3vs, 7,7 <0,001 75vs, 538 0,280 53,8vs23,1 0,068 53,8 vs, 7,7 0,005 0 vs, 66,7 0,022
(<vs.>800.000 IU/ml)  CC/CT  7,1vs,0 1 429vs, 83 0,081 57,1vs,50 0,716 16,7 vs, 16,7 1 16,7 vs, 8,3 1 0vs, 50 1
Nivel basal LDL Todos 19,2vs,353 0,295 41,7vs,529 0,476 583vs, 824 0,103  39,1vs, 50 0,501  34,8vs, 438 0,571 11,1vs, 12,5 1
(< vs. > 90mg/dl) CCICT  56vs,0 27,8 vs, 25 1 50vs, 625 0,683  235vs, 0 0,283 17,6 vs, 0 0,530 .

Fibrosis avanzada Todos 35,3vs,19,2 0,295 588vs,375 0,177 824vs, 583 0,103  50vs, 39,1 0,501 37,5vs, 39,1 0,918 25vs, 0 0,206
(F<2vs. F>3) CC/ICT  9,1vs,0 0,423 455vs, 133 0,095 72,7vs, 40 0,098  20vs, 14,3 1 10 vs, 14,3 1 50 vs, 0 1
Eé?éf\‘é’wﬁ) Todos 72,7vs, 38 <0,001 100vs, 269 <0,001 100vs, 538 0,015 100vs 16,7 <0001 100vs, 12,5 <0,001 0vs, 25 0,286
peglFN-a 2a levels Todos 15,8 vs, 30 0,451 62,5vs, 364 0,111 75vs, 63,6 0,457 353vs,526 0,296 29,4vs, 47,8 0,270 16,7 vs, 10 1
(< vs. > 3400 pg/ml) * CC/CT 0vs, 8,3 1 455vs, 154 0,182 63,6vs,46,2 0,392  16,7vs, 20 1 8,3 vs, 20 0,571 50 vs, 0 1
Rbv levels Todos 20,7 vs, 25 1 50 vs, 40 0,536 654vs, 733 0,598  458vs, 40 0,721 37,5vs, 40 0,876 18,2 vs, 0 0,515
(£vs. > 1.6 ug/ml) * CC/CT 48vs, 0 1 27,3 vs, 26,7 1 50 vs, 62,5 0,683 18,8vs, 12,5 1 12,5vs, 12,5 1 33,3vs,0 1
Rbv dose Todos 17,4 vs, 35 0,187 409vs, 52,6 0,453 63,6vs, 73,7 0,491 38,1vs, 500 0,455 28,6 vs, 50 0,170 25vs, 0 0,206
(< vs. >15.6 mg/kg) * CC/CT Ovs, 83 0,462 28,6 vs, 25 1 50vs, 583 0,671  21,4vs, 10 0,615 14,3 vs, 10 1 33,3vs,0 1

4 Andlisis no realizado por falta de muestra. *: Anélisis realizado con la MG de las Cp de pegIFN-a 2a entre semanas 1-4; ** Anélisis realizado

con la MG de las Cp de peglFN-o 2a entre semanas 1-12; *** Analisis realizado con la MG de las Cp de pegIlFN-0L 2a entre semanas 1- 48.
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4.6.3. Anadlisis multivariante.

Dadas las diferencias entre las variables asociadas a la respuesta al tratamiento entre los pacientes
portadores de un genotipo CC para IL28B y los CC/CT, se realizd un analisis de regresion logistica
multivariante para todos los pacientes con G-1 VHC y, posteriormente, un modelo para cada grupo de

pacientes segtin el genotipo de la IL28B.

4.6.3.1. Modelo multivariante en genotipos 1 del VHC.

Tanto el genotipo CC de la IL28B (OR: 6,24; IC,: 2,27 - 17,18; p< 0,001) como el grado de fibrosis
hepatica (< F2) (OR: 2,67; IC,, : 0,99-7,17; p= 0,051) y las C de Rbv a lo largo de todo el tratamiento
(OR: 241; IC, : 0,93-6,3; p= 0,071) fueron las tnicas variables independientemente asociadas a la
RVS, aunque en el caso de estas dos ultimas sin alcanzar significacion estadistica a nivel de p < 0.05.
Asimismo, los niveles de Rbv se asociaron a una mayor tasa de RVTc (OR: 5,79; IC,, : 2,17-15, 46; p<
0,001), RVT (OR: 2,78; IC,, : 1,08-7, 18; p= 0,035) y RFT (OR: 3,38; IC,; : 1,25-9,14; p= 0.017). En
cambio, la Cp de peglFN-a 2a no se asociaron con las respuestas virologicas (tabla 13).

Tras la validacion mediante curva ROC, este modelo de regresion logistica presentd una sensibilidad

y especificidad del 76,3% y 80%, respectivamente (Figura 28).

Curva ROC
Modelo multivariante G-1 RVS

100
-~ 80
< AUC: 0,849
= ICos05 0,76- 0,94
z Valor P < 0,0001
w
L L L) L L
20 40 60 80 100

100% - Especificidad (%)

Figura 28. Curva ROC para la prediccion de RVS en G-1.
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Tabla 13. Modelo de regresion logistica para la prediccion de la respuesta en pacientes coinfectados con G-1 del VHC.

e o AORRV(II?CQ) p AORRV(-II-?.‘, ) P AORR\GI-C ) P AOEF(-II-C ) p AOE\ZISC ) p Re;\ggas i
(Analisis multivariado) =108 =106 =106 e e n=49
:I(E?ng?\lgT/TT) (0,626?78,18) 0,247 (1,73%,15) 0,002 (1,62'-1523,97) 0,005 (2,677’-92%,95 <0,001 (2,2?’5‘;,18) <0,001 (0,35131;,65) 0,490
éﬁ/g-;/;'()((:)(;(gj()/rr&/ml) (3,2142-'577,21) <0,001 (0,92i?;01) 0,075 (0,511'?32,98) 0.456 (0,41<5-23():98) 0695 (0,515517,80) 0341 (0,9%’577,23) 0,061
Firwrey . oassmy OV omasy 019 @iz 009 gaioiy 018 @i 00 (iip 045
vessmpgmy 0241 O oaisiy 0% (48309 O (aesy 002 (s as 0% (osie 02
(N;\(/esless lR,g\:lg/ml)** 0910 002 171548 <000 (08718 00% w01y O (gagy OO Qziary 092
?3325.2 t;\5/,6 mg/kg)*** (0,6225?278) 0.156 (0,51éi13,04) 0,390 (0,412'?22,77) 0,970 (0,724'?51,50) 0.173 (0,922’?5,41) 0,074 (0,7331’134,87) 0.121
R? Nagelkerke 0,33 0,36 0,27 0,39 0,28 0,18

*: Analisis realizado con la MG de las Cp de peglFN-a 2a entre semanas 1-4. ** Analisis realizado con la MG de las Cp de peglFN-a 2a entre semanas 1-12. *** Analisis

realizado con la MG de las Cp de peglFN-a 2a entre semanas 1- 48.
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4.6.3.2. Modelo multivariante en pacientes con G-1 VHC y CC de IL28B.
En los pacientes con el genotipo CC de la IL28, un menor estadio de fibrosis hepatica y la

administracion de dosis de Rbv superiores a 15,6 mg/kg durante todo el tratamiento fueron las unicas

variables independientemente asociadas a la RVS (tabla 14).

Tras la validacion mediante curva ROC, este modelo de regresion logistica present6 una sensibilidad

y especificidad del 77,3% y 66,7%, respectivamente (Figura 29).

Curva ROC
Modelo multivariante G-1 CC RVS

100

80

60 .
AUC: 0,794
ICgs0; 0.64- 0,95
Valor P =0,005

Sensibilidad (%)

¥ L]
0 20 40 60 50 100
100% - Especificidad (%)

Figura 29. Curva ROC para la prediccion de RVS en G-1y genotipo CC de la IL28B.

4.6.3.3. Modelo multivariante en pacientes con G-1 VHC y CT/TT de IL28B

Al contrario de los observado en pacientes con VHC genotipo 1 e IL28 CC, en los pacientes con
genotipo CT/TT de la IL28B, las unicas variables independientemente asociadas con la RFT y RVS
fueron las C, peglFN-o 2a superiores a 3400 pg/ml y de Rbv superiores a 1,6 ug/ml a lo largo de todo
el tratamiento, (OR: 4,76; IC, : 1,18- 19,35; p= 0,029 y OR: 3,99; IC,, : 1,08- 14,83; p= 0,038
respectivamente) (tabla 14). Asimismo, en un analisis independiente en el que se incluyo la variable
dosis’kg de Rbv > vs. < 15,6 mg/kg en lugar de concentraciones de Rbv, esta variable estuvo también
asociada a la RVS (OR: 5,43; 1C,,: 1-29,26; p= 0,049). La tasa de RVS alcanzada en aquellos pacientes

portadores de un genotipo No-CC que presentaron niveles superiores de ambos farmacos fue del 50%
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comparado con la nula respuesta (0%) alcanzada en el grupo de pacientes cuyas C fueron inferiores

(Figura 31).

Tras la validacion mediante curva ROC, este modelo de regresion logistica presentd una sensibilidad

y especificidad del 63% y 64%, respectivamente (Figura 30).

Curva ROC
Modelo multivariante G-1 No-CC RVS
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Figura 30. Curva ROC para la prediccion de RVS en G-1y genotipo no-CC de la IL28B.

m PeglFN-a2a > 3.400 pg/ml y Rby > 1,6 pg/ml PegIFN-a2a £3.400 pgfml y Rbv > 1,6 pgfml
PegIFN-a 2a > 3.400 pg/ml y Rby < 1,6 pg/ml B PegIFN-a2a <3.400 pg/ml y Rbv < 1,6 pg/ml
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~
Q\Q’ 70 643
a 56,3
g -
g > a2 a2
St 40 333
2 [ B4 45q
2 30 222 ‘
L] 15,8 il i1 ‘
S 20 11,8 | 132 f i\
P> 7 7,1 \
g 10 ‘576 AS \ o
= Y N A -
RVR RVTc RFT RVS

Figura 31.Tasas de RVS alcanzadas en pacientes con genotipo No-CC (CT/TT) en funcion a las

concentraciones plasmadticas de pegIFN-0 2a y ribavirina alcanzadas.
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Tabla 14. Modelo de regresion logistica para la prediccion de la respuesta segun el genotipo de la IL28B G-1 del VHC.

Factor RVR RVTC b RFT RVS Recidivas
or AOR(ICs) p  AOR(ICs) P AOR(ICs) p AOR(ICs) p  AOR
(Analisis multivariado) h = 41/67 n = 40/66 n = 34/60 h =34/60 n=28/
12,41 10,19 158 3,59 NC
ARN-HCV 1U/ml CC 599715 0016 (gegi1672) 9002 (018i1361) U077 (0472708 0214
(< vs. > 800000 1U/ml)
12,19 1,48 0,88 1,35 NC
CTTT 1818198 010 (0a154) O0%2  (022351) 988 (031505 0680
1,69 6,26 5,79 751 NC
Eibrosis avanzada CC (02511,19) 2% (0616387 0122 (053-6204) O (1177a837) 0034
(F=2vs. F23) 1,84 1,36 0,63 1,21 NC
CTTT  (0271239) %0 (044425 9% (019207 9% (033440 O77°
3.29 217 1,43 0.23 NC
Niveles peglFN- 22 CC (046236 220 (0381235 938 (174233 0740 (004143 O3
(> Vs. < 3400 pg/ml)* 0,49 1,76 4,52 4,76 NC
CTITT 008308 % (06557 23°  (1281507) 0019 (1181935 0029
7,29 12,85 4,86 278 NC
Niveles Rby CC  (0687857) 2102 (1061556 0% (osga042) 0097 (0431797 0283
(> vs. < 1,6 pg/ml)* 2.39 5,65 3,47 3,99 NC
CTAT (036157 930 (1721855 0004 (oal1162) 9043 (108414,83) %038
3.9 0,83 1,97 5.43 NC
Dosic Rby CC (0532895 012 (019367) 8% (02g1366) 049 (102026 0049
(> vs. 15,6 mg/kg)™** 1,4 0,6 2,06 1,71 NC
CTAT 025783 9790 (020175 936  (067617) %% (051577) ©389
R? Nagelkerke CC 0,35 0,41 0,24 0,32 NC
R? Nagelkerke CT/TT 0,32 0,21 0,24 0,22 NC

NC: No calculable. *: Analisis realizado con la MG de las Cp de pegIFN-0 2a entre semanas 1-4; ** Analisis realizado con la MG de las Cp de pegIFN-0 2a entre

semanas 1-12; *** Analisis realizado con la MG de las Cp de pegIFN-0 2a entre semanas 1-48.
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I /N los ultimos afios hemos asistido a avances considerables en el tratamiento de la
hepatitis cronica y cirrosis producidas por el VHC, consiguiendo tasas de RVS, sinénimo de

erradicacion viral, superiores al 80% en casos de genotipos 2 y 3 y del 45% en los casos con

genotipos 1 y 4 tras la asociacion de peglFN-a y Rbv en pacientes monoinfectados por VHC.
A pesar de los indudables beneficios de dicho tratamiento, hay que admitir que es
relativamente complejo y que los enfermos que inician este tratamiento se ven obligados a
luchar en numerosas ocasiones con fuertes y frecuentes efectos adversos que les obligan a
disminuir, abandonar e, incluso, suspender dosis, comprometiendo aun mas su eficacia y con
ello el coste econémico ™" '

La coinfeccion por VIH/VHC altera el curso de la enfermedad por VHC, puesto que ambos
comprometen a la vez al sistema inmunologico del huésped y agravan asi la progresion de la
enfermedad hepatica hasta cirrosis y/o hepatocarcinoma. Estos pacientes también se
benefician del tratamiento antes mencionado, aunque en ellos las tasas de RVS se reducen por
causas no bien conocidas hasta un 50-60% en casos de genotipos 2 6 3 y un 30-35% para los
genotipos 1 6 4. En nuestra cohorte, la tasa global alcanzada de RVS fue del 37,7 % (OT) y
del 33,7 (ITT), siendo las tasas del 37,4% para G-1y 38,5% para G-4 (OT) y del 30,5% para
G-1 y 32,6% para G-4 (ITT), respectivamente. La mayoria de estos pacientes se encuentran

bajo un tratamiento antirretroviral estable, lo que aumenta la complejidad del tratamiento
debido a las posibles interacciones medicamentosas y los efectos adversos propios del
peglFN-a y Rbv. Por todo ello, es de especial interés y prioridad encontrar potentes factores
predictivos de repuesta al tratamiento, entre los que cobran particular importancia aquellos
que pudieran ser modificables con el fin de mejorar su eficacia, especialmente en aquellos
pacientes que bien por factores propios o del virus tengan un peor pronéstico en relacion a la
respuesta al tratamiento. De esta forma, conseguiriamos evitar la aparicion de efectos adversos
innecesarios, asi como el inicio del tratamiento en pacientes con una mayor predisposicion

para fracasar, mejorando la relacion coste/eficacia o efectividad.
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En este estudio, nos hemos centrado fundamentalmente en el papel de las concentraciones

plasmaticas (C,) de ambos farmacos, peglFN-o 2a y Rbv. Si existiese alguna asociacion entre
las C  y la respuesta viral, estos factores serian los mas faciles de modificar con el fin de

obtener la mayor eficacia posible.
Varios estudios han evaluado la relacion entre los niveles de peglFN-a (principalmente 2b,
aunque también mezclando pacientes que recibieron peglFN-o. 2a o incluso interferon no

pegilado-a 2b) con la RVS en pacientes mono- y coinfectados por VIH/VHC. Sin embargo, el
limitado niimero de pacientes incluidos en cada estudio, la heterogeneidad racial de los
pacientes y genotipos del VHC, asi como las diferentes técnicas empleadas para la
determinacion de las concentraciones plasmaticas de ambos farmacos (mediante ELISA o

185, 222-225

bioensayos), dificultan el camino para llegar a conclusiones solidas . Un estudio

adicional evalud las C, de peglFN-o 2a en 29 pacientes infectados por VHC genotipo 1,
mostrando claras diferencias durante las 12 primeras semanas de tratamiento de dichas C,
entre aquellos pacientes respondedores y no respondedores (30,77 vs. 15,53 pg/ml), aunque
sin alcanzar la significacion estadistica, probablemente debido al pequefio tamafio de la

226 . ~ .
. Del mismo modo, en el afio 2008, demostramos en un estudio con un

cohorte analizada
menor numero de pacientes coinfectados por VIH/VHC G-1 y 4 que la probabilidad de

alcanzar una RVS era hasta cuatro veces mayor en aquellos pacientes que presentaban niveles

de peglFN-0. 2a elevados '’

Desde el descubrimiento de la influencia de ciertos polimorfismos localizados en el gen de
la IL28B en la RVS, se ha avanzado enormemente en la identificacion de pacientes con un
perfil genético favorecedor de la respuesta al tratamiento estandar basado en peglFN-o 2a y
ribavirina tanto en mono- como coinfectados, observandose dicha asociacion tan solo en
aquellos pacientes infectados por VHC G-1 y/o 4. A pesar de ello, seguimos encontrdndonos
un alto porcentaje de pacientes no respondedores al tratamiento, para los cuales ain quedan

por conocer las causas que podrian explicar este hecho.
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En nuestro estudio, nos hemos centrado en investigar qué papel juegan las concentraciones
plasmaticas de ambos fAirmacos en pacientes coinfectados por VIH/VHC G-1 y 4, conociendo
el genotipo de la IL28B de dichos pacientes, asi como el impacto que tienen estas C, en base a

los diferentes perfiles genéticos de la IL28B (CC y CT/TT).

EFICACIA DEL TRATAMIENTO CON PEGIFN-0 2A Y RIBAVIRINA

Hemos analizado prospectivamente una cohorte de 174 pacientes, donde predominan
pacientes infectados por G-1 (75,3%), genotipo de mayor prevalencia en nuestro pais y con
una menor tasa de RVS comparado con el resto de los genotipos. Los resultados observados
en nuestro estudio coinciden con los hallados en la bibliografia sobre la importancia e
influencia del SNP (polimorfismo de un inico nucledtido) en el gen de la IL28B en la RVS,
donde el 71,4% de los pacientes CC presentaron RVS frente a un 21% No-CC (p< 0,001). Sin
embargo, este efecto parecid ser aun mas pronunciado en el grupo de pacientes coinfectados
por G-4 del VHC, donde nos encontramos que el 100% de los pacientes con genotipo CC de
la IL28B alcanzaron RVS (RVS: 62,5% CC vs. 24,6% No-CC en G-1y 100% CC vs. 12,5%
No-CC en G-4, respectivamente). A su vez, observamos que un 72,5 % de los pacientes con
G-1 presentaban viremias de VHC basales > 800.000 Ul/ml frente a un 30,2% en G-4 (p
<0,001) e, interesantemente, que todos los pacientes CC con G-4 del VHC presentaron
viremias de VHC basales inferiores a 800.000 Ul/ml, factor estrechamente relacionado con la

respuesta. Estos hallazgos nos llevaron a analizar la cohorte en estudio en funcion al genotipo

del VHC por separado, estudiandose el efecto de la IL28B y las C, de peglFN-o 2a y Rbv en
los pacientes coinfectados por G-1 independientemente de los coinfectados por G-4.

Hasta ahora, la mayoria de los ensayos clinicos han estudiado en conjunto ambos genotipos
virales (1 y 4), siendo éstos los mas dificiles de tratar por su mayor resistencia a interferéon y
ribavirina, asumiéndose el mismo comportamiento virolégico de ambos genotipos en relacion

210, 229-231

a la respuesta al tratamiento . De ahi que existan pocos datos sobre el tratamiento en
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pacientes coinfectados por VIH/VHC G-4, también debido en parte a su baja prevalencia en
Europa. Un estudio retrospectivo realizé un analisis de 75 pacientes VIH/VHC G-4 incluidos
en dos ensayos clinicos distintos: PRESCO (Espafia) y ROMANCE (Italia), llegando a la
conclusion de que a este grupo de pacientes se le deberia tratar bajo las mismas condiciones
que a los G-1 *”. Por el contrario, un estudio reciente, compuesto por una cohorte mucho mas
amplia de pacientes VIH/VHC (124 pacientes G-4 y 453 pacientes G-1), compararon la
eficacia del tratamiento en ambos genotipos, incluyendo el genotipo de la IL28B, encontrando
tasas de RVS superiores en G-4 (G-4: 31,4% vs. G-1: 22,7%, p= 0,046) **. En nuestra
cohorte, no hayamos esta diferencia en las tasas de respuestas al tratamiento entre ambos
genotipos del VHC, si bien, a pesar de contar con un nimero muy limitado de pacientes con
G-4 del VHC, descubrimos que el genotipo favorable del polimorfismo de la IL28 (CC) estaba
fuertemente asociado a la presencia de viremias basales bajas. Por otra parte, en los pacientes
con genotipo CT 6 TT, en el andlisis bivariante, no encontramos ningtn factor asociado a las
respuestas virales a lo largo del tratamiento. Dado el pequefio tamafio de la muestra (48
pacientes) y que el 100% de los pacientes con un genotipo CC de la IL28B presentaban
viremias basales inferiores a 800.000 Ul/ml, no pudimos disefiar un modelo predictivo de

respuesta en pacientes con G-4.

FARMACOCINETICA DE PEGIFN-0, 2A Y RIBAVIRINA Y EFICACIA DEL TRATAMIENTO

Al analizar el grupo de pacientes infectados por el G-1 del VHC, y tras el disefio de dos
modelos predictivos para las diferentes tasas de respuesta al tratamiento con peglFN-o 2a y
ribavirina, uno para el genotipo CC y otro para el genotipo No-CC de la IL28B, observamos
que en los pacientes portadores de un genotipo CC las concentraciones plasmaticas de ambos
farmacos no estaban asociadas a una mayor RVS, siendo los Unicos factores predictores de
una mayor tasa de RVS un menor estadio de fibrosis hepatica y dosis de Rbv superiores a 15,4

mg/kg a lo largo de todo el tratamiento. Sin embargo, en el grupo de pacientes con genotipo
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desfavorable No-CC de la IL28B, alcanzar niveles plasmaticos tanto de peglFN-o. 2a como de
ribavirina elevados (> 3400 pg/ml y > 1,6 png/ml, respectivamente) fueron los inicos factores
predictores de alcanzar tasas de RVS de hasta cuatro veces mas que aquellos con C bajas,
siendo la tasa de RVS del 50% en aquellos pacientes con C de ambos farmacos superiores,
comparado con una tasa del 0% de RVS en aquellos pacientes No-CC cuyos niveles fueron
inferiores (Figura 31).

El hecho de que alcanzar una RVS sea independiente de las concentraciones plasmaticas
de ambos farmacos en aquellos pacientes portadores de un genotipo CC de la IL28B, podria
explicarse porque estos pacientes presenten una sensibilidad a interferon exégeno mas elevada
y, por consiguiente, unos niveles de farmacos requeridos para alcanzar una respuesta
virologica satisfactoria inferiores. Ademas, se ha demostrado que este grupo de pacientes
presentan una baja expresion intrahepatica de genes estimuladores de interferon antes del
tratamiento y una mayor y sostenida induccion de estos genes tras la administracion de
interferon en comparacion con aquellos pacientes portadores de un genotipo CT/TT de la

IL28B 234-238

Algunos estudios han evaluado el efecto de dosis superiores de peglFN-o. durante periodos
de induccion de 4 a 12 semanas en pacientes naive al tratamiento del VHC e incluso en el
retratamiento de pacientes no respondedores a un tratamiento previo basado en interferon,
observandose una mayor caida del ARN-VHC y una mayor tasa de RVT durante las doce

221, 239-244
. Este

primeras semanas de tratamiento, aunque no mostraron mejores tasas de RVS
hecho podria deberse a la disminucion de las dosis tras el periodo de induccion, lo cual
revertiria el efecto inicial de la respuesta viral y explicaria la importancia de los niveles
alcanzados de pegIFN en la respuesta al tratamiento.

En relacidén a las concentraciones plasmaticas de ribavirina, en nuestra cohorte de pacientes
con G-1 del VHC, nuestros resultados muestran que durante las 12 primeras semanas, niveles

superiores a la MG estan asociados a un mayor aclaramiento del virus y, por consiguiente, a

una mayor probabilidad de alcanzar una RVTc, independientemente del genotipo de la IL28B.
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Resultando de especial interés el hallazgo observado en el grupo de pacientes portadores de un
genotipo de la IL28B desfavorable (No-CC), donde niveles de ribavirina superiores a 1,6
pg/ml se asociaron con una cinética viral mas rapida durante las 12 primeras semanas,
reflejandose en una mayor tasa de RFT y RVS. Recientemente, nuestros resultados se han
visto confirmados por un estudio realizado en un grupo mas pequeiio de pacientes, donde
alcanzar niveles de ribavirina superiores a 1,8 pg/ml durante las primeras cuatro semanas

mejora la probabilidad de alcanzar una RVTc *”.

Los resultados contradictorios sobre el papel de las C  de Rbv en la RVS que podemos
encontrar en la literatura podrian explicarse, en parte, por los siguientes motivos:

- En primer lugar, el tiempo transcurrido desde la toma de Rbv hasta la extraccion de la
muestra no esta estandarizado. De hecho, en la mayoria de los estudios se han analizado las C,
de Rbv tras un tiempo no especifico después de la ultima dosis, asumiendo que las C | de Rbv

en plasma son bastante estables dada su prolongada vida media durante la fase de excrecion
final o fase y. Sin embargo, el proceso de eliminacion plasmatica de la ribavirina tiene lugar

en dos fases, una primera fase, o fase 3, con una vida media relativamente corta de entre 2 a 4

horas, con cambios importantes en los niveles durante las 8-14 horas tras la dosis, y una

segunda fase, o fase v, de hasta 164 horas 180,197,245

- En segundo lugar, se desconoce si las C | de ribavirina en muestras recogidas antes de la
proxima dosis o. incluso, si C_; se correlacionan con la exposicion al farmaco durante el
intervalo de entre dosis o con los niveles intracelulares de ribavirina.

- Por ultimo, es importante resaltar, que la mayoria de estos estudios se llevaron a cabo

antes del conocimiento de la influencia de los SNPs en el gen de la IL28B en la respuesta al
tratamiento basado en peglFN-a y ribavirina. Por tanto, nuestro estudio es el tnico hasta el

momento que ha evaluado el impacto en la RVS de las C, de pegIFN-a 2a y Rbv conociendo

a su vez el genotipo de la IL28B.
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Durante el desarrollo clinico tanto de boceprevir como telaprevir, las tasas de RVS fueron
significativamente superiores en los grupos de pacientes que recibieron dosis completas de
ribavirina comparados con aquellos grupos a los que no se les incluy6 ribavirina durante todo
el tratamiento ~*’ o en aquellos a los que recibieron dosis més bajas de ribavirina **’. Por otro
lado, se ha demostrado que la optimizacion de las dosis de Rbv durante la “lead-in phase”
aumenta el porcentaje de pacientes con al menos una caida viral de 1 log,, ARN-VHC en
semana 4 y por tanto podria mejorar las tasas de respuesta final en aquellos pacientes que
inicien triple terapia con boceprevir ***.

En cuanto a la relacion entre la dosis de Rbv ajustada al peso y los niveles plasmaticos
alcanzados de ésta, hemos observado una débil correlacion. Este hecho apoyaria estudios
previos que cuestionan la actual recomendacion de administrar la dosis de ribavirina ajustada

182, 183, 249, 250
al peso

. A pesar de ello, cabria tener en cuenta que las C_. de Rbv probablemente
sean una medida imperfecta de la exposicion al farmaco en un intervalo de dosis dado, puesto

que las correlaciones entre las C_. y dosis de Rbv atin son desconocidas.

min

CINETICA VIRAL

En relacion a la cinética viral y coincidiendo con lo publicado hasta ahora, en nuestra
cohorte también observamos el fuerte efecto que ejerce el SNP de la IL28B en la caida viral,
el cual determina en gran medida la cinética viral temprana en las doce primeras semanas de

. 251, 252
tratamiento

. Sin embargo, resulta de especial interés comentar que al analizar la cinética
viral en funcion al genotipo de la IL28B entre los diferentes subtipos del G-1 (la y 1b), a
pesar del limitado ntimero de pacientes obtenidos en cada grupo, el efecto del genotipo
protector CC sobre la caida viral resultd estar mas pronunciado en el subtipo 1b que en el 1a,
en todos los puntos del tratamiento durante las doce primeras semanas (p< 0,025). Este efecto

de la IL28 sobre los diferentes subtipos coincide con los resultados recientemente publicados

por Rallén et al *donde muestran una caida viral mas pronunciada en los subtipos 1b.
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Ademas, a pesar de que en nuestro estudio tan solo encontramos diferencias entre ambos
subtipos en la RVR, probablemente por el escaso nimero de pacientes, en el trabajo citado
anteriormente, demuestran mayores tasas de respuesta en subtipos 1b que en la. Esta
informacion podria ser relevante y de gran utilidad en un futuro préximo, con el uso de los
nuevos farmacos antivirales de accion directa contra el VHC, donde se ha encontrado una
mayor tasa de mutaciones de resistencias en los subtipos 1a.

En relacion al papel que juegan las C tanto de pegIFN-ol 2a como Rbv en la cinética viral
en pacientes infectados por G-1 del VHC, observamos que la cinética viral temprana, a las 12
semanas, esta influenciada por las C de ambos farmacos. Tal y como demuestran nuestros
resultados, en aquellos pacientes con C, de peglFN-a. 2a y ribavirina superiores a la mediana
(3400 pg/ml de peglFN-a 2a y 1,6 pg/ml de Rbv), existe una mayor caida de la viremia a las
12 semanas, hallandose una diferencia mas pronunciada en el grupo de pacientes portadores
del genotipo desfavorable No-CC. Con este hecho, se podria explicar la implicacion de los
niveles de ambos farmacos en la RVS en pacientes con genotipo No-CC de la IL28B y
coinfectados por VIH y G-1 del VHC, para los cuales hasta el momento no se conocian otras
posibles variables influyentes en la respuesta al tratamiento de la hepatitis C. No obstante, esta
relacion observada entre la cinética viral y las C de ambos farmacos, no se encontr6 al
analizar independientemente aquellos pacientes coinfectados por VIH y genotipo 4 del VHC.

Actualmente, en paises desarrollados, los pacientes coinfectados por VIH/VHC-1 tienen la
oportunidad de iniciar tratamiento afiadiendo al tratamiento estandar hasta ahora (peglFN-a
2a mas Rbv), un inhibidor de la proteasa del VHC (telaprevir o boceprevir). No obstante, a
pesar de los mejores resultados demostrados en la era de estas nuevas moléculas, la eficacia de
esta triple terapia continua estando lejos de lo deseable, especialmente en los pacientes
coinfectados por VIH y VHC, ya que el eje central de la terapia sigue basdndose en la
actividad de peglFN-a y ribavirina, influenciada a su vez por los polimorfismos de la IL28B.

A pesar de los mejores resultados obtenidos con esta triple terapia tanto en pacientes

mono- como coinfectados por VIH/VHC, es importante resaltar las limitaciones que estos
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nuevos farmacos presentan en la coinfeccion por el VIH, concretamente en relacion al perfil
de seguridad de estos farmacos en cuanto a una mayor tasa de efectos adversos e interacciones
farmacologicas con los farmacos antirretrovirales, especialmente con los inhibidores de la
proteasa del VIH y no andlogos de la retrotranscriptasa inversa. Todo ello conlleva una
seleccion exclusiva de pacientes infectados por VIH, a los cuales tan so6lo se les podria
administrar un inhibidor de la proteasa del VHC para el tratamiento de la hepatitis C teniendo
en cuenta su historia de tratamiento antirretroviral, genotipo del VIH y tolerancia previa a
estos farmacos.

Para ello, actualmente se estan llevando a cabo varios ensayos clinicos en fase III
(identificadores en “ClinicalTrials.gov”: NCT01335529, NCT01482767, NCT01513941 y
NCTO01467479) para evaluar la seguridad y eficacia de estos regimenes tanto con boceprevir
como telaprevir en pacientes coinfectados por VIH y VHC, para los cuales atiin son necesarios
nuevos datos que aseguren su uso en determinados pacientes.

Nuestros resultados en este estudio podrian tener importantes implicaciones clinicas en la
nueva era de la triple terapia, especialmente en aquellos pacientes portadores del alelo T en el
SNP rs129679860 del gen de la IL28B, los cuales, incluso con los inhibidores de la proteasa
actuales, las tasas de RVS continuan siendo inferiores . Boceprevir suele utilizarse
precedido de una fase inicial de induccidn basada exclusivamente en peglFN-o y Rbv durante
las primeras 4 semanas de tratamiento, estando las tasas de RVS estrechamente relacionadas
con el descenso de la viremia durante dichas 4 semanas. En cambio, telaprevir se utiliza
combinado con peglFN-a y Rbv durante las 12 primeras semanas de tratamiento
continuandose con biterapia de peglFN-a y Rbv el resto del tratamiento. Seria de gran interés
conocer si nuestros resultados también son aplicables durante la utilizacion de triple terapia
con boceprevir o telaprevir y si las tasas de RVS continuan estando relacionadas con las Cp de

peglFN-a 2a y Rbv en pacientes no respondedores a un tratamiento previo y/o con genotipo

desfavorable de la IL28B.
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C ONCLUSIONES

& Concentraciones plasmaticas elevadas de peglFN-o 2a y ribavirina estan asociadas
con una mayor probabilidad de alcanzar RVS en pacientes portadores del genotipo
desfavorable CT/TT en el gen de la IL28B coinfectados por VIH y genotipo 1 del

VHC.

& Las concentraciones plasmaticas de peglFN-a 2a y ribavirina no estuvieron asociadas
con la RVS en pacientes portadores de un genotipo CC en el gen de la IL28B

coinfectados por VIH y genotipo 1 del VHC.

&% Todos los pacientes con genotipo 4 del VHC, un genotipo CC de IL28B y con

viremias basales de VHC bajas alcanzaron RVS.

& No encontramos relacion entre las concentraciones plasmaticas de ribavirina y la

dosis de ésta administrada en funcion al peso.

& Una cinética viral mas rapida esta asociada a concentraciones plasmaticas de peglFN-

o 2a y ribavirina superiores en pacientes portadores del genotipo desfavorable

CT/TT en el gen de la IL28B coinfectados por VIH y genotipo 1 del VHC.

& El polimorfismo genético de la IL28B ejerce un mayor efecto en la cinética viral en
los pacientes coinfectados por VIH y portadores del subtipo 1b del VHC durante las

doce primeras semanas de tratamiento.
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