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ABREVIATURAS

ADN Acido desoxiribonucleico

AMP Adenosina-mono-fosfato

ARN Acido Ribonucleico

ATP Adenosina trifosfato

EMEA Agencia Europea del Medicamento

FDA Food and Drug Administration (Agencia Norte-americana del

Medicamento)
G1, G2, G3, G4 Genotipo 1, 2, 3, y 4 del VHC

GMP Guanosina-mono-fosfato

GTP Guanosina-tri-fosfato

GWAS Genome-wide association studies (Estudios de asociacion del
genoma completo)

Hb Hemoglobina

ICR5 Inhibidores del receptor CCR5

IF Inhibidores de la fusion

IG Inhibidores de la integrasa

IL28B Gen de la interleucina 28b

IMC Indice de masa corporal

IMP Inosina-mono-fosfato

IMP-DH Inosina mono-fosfato deshidrogenasa

INF Interferon

IP Inhibidores de la proteasa

ISG Interpheron Stimulated Genes (Genes estimuladores del interferdn)

ITIAN Inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de los nucledsidos

ITPA Gen de la ITPA. Inosina trifosfato pirofosfatasa

ITPA Enzima ITPA. Inosina trifosfatasa

JAK Just Another Kinase

LD Desequilibrio de ligamiento

NN Inhibidores de la transcriptasa inversa no analogos de los
nucledsidos

PEG-IFN Interferdn pegilado

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa
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RBV
RBV-TP
RFT
RVP
RVR
RVS
SIDA
SNP
SNPs
STAT
TARGA
TH
VHB
VHC
VIH
XMP
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Virus de la hepatitis B

Virus Hepatitis C
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Xantina-mono-fosfato



Tesis Doctoral José Maria GUARDIOLA TEY

A. JUSTIFICACION DE LA TESIS

En el aho 2011 se cumplen 30 ahos desde el primer caso de SIDA. Esta enfermedad
se ha cobrado mas de 25 millones de vidas y mas de 60 millones de personas estan
infectadas por el VIH. Segun datos de ONU-SIDA, cada dia se infectan con el virus mas
de 7.000 personas, de entre los cuales 1.000 son nifos. Todavia hay 10 millones de
personas en espera de tratamiento del VIH, y por cada persona que inicia el tratamien-
to se producen dos nuevas infecciones (Cita web 1).

El VHC fue descrito por vez primera en 1989 (Choo, 1989; Kuo, 1989). De acuerdo con
la Organizacion Mundial de la Salud (WHQO) se estima que alrededor de 160-180 millones
de personas, el 3% de la poblacion mundial, pueden estar infectadas por el virus de la
hepatitis C, permaneciendo asintomaticos la mayor parte de los pacientes (Cita web 2).

En nuestro medio, hasta un 50% de los pacientes VIH estan coinfectados con el VHC.
La coinfeccion conlleva una peor evolucion de estas dos patologias: tanto de la infeccion
cronica por el VIH como de la hepatitis cronica por el VHC. Asimismo la respuesta
global al tratamiento del VHC oscila entre el 30-40% de RVS en los pacientes VIH,
porcentaje de respuesta significativamente inferior a la de los pacientes con monoinfec-
cion por el VHC.

Dada la dificultad de la realizacion del tratamiento del VHC disponible en la actualidad, y del
bajo porcentaje de curacidon o RVS, parece oportuno disponer de factores predictivos de
respuesta, que nos faciliten aumentar y optimizar al maximo los porcentajes de RVS.
Los marcadores farmacogenéticos —descritos a finales del aho 2009- se han erigido
como elementos fundamentales para predecir la respuesta al tratamiento en pacientes
monoinfectados con el VHC.

Esta tesis doctoral analiza la posible influencia de varios polimorfismos -0 SNPs— gené-
ticos descritos recientemente -situados en el cromosoma 19 y en el cromosoma 20- en
la respuesta y la toxicidad al tratamiento del VHC en pacientes coinfectados por el VIH.
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B. INTRODUCCION

Esta introduccion pretende reflejar cual es el estado actual del tema a tratar. En primer
lugar describiremos algunos aspectos relevantes del VHC y del VIH. También analizare-
mos la repercusion conjunta de estos dos virus en los pacientes coinfectados. Defini-
remos el estado actual acerca de las opciones terapéuticas del VHC en pacientes VIH,
y resumiremos cuales son los factores predictivos de respuesta al tratamiento, que nos
son de mas utilidad.

Posteriormente nos adentramos en cuestiones relacionadas con los marcadores farma-
cogenéticos. Tras una actualizacion basica en genética para clinicos, se analiza con
detalle cuales son los conocimientos actuales de los dos marcadores farmacogenéticos
que son el fundamento de esta tesis doctoral.

B.1. VHC

El VHC afecta a humanos y ha sido clasificado dentro del género Hepacivirus, de la
familia de los Flaviviridae (Farci, 2000).

Fue identificado en el afio 1989, (Choo, 1989; Kuo, 1989) como el principal causante
de las hepatitis, mayormente trasmitidas a través de trasfusiones, que hasta la fecha
eran identificadas como no-A no-B.

B.1.1. Estructura del virus

Se trata de un virus esférico, con un diametro de 55 nm y una envoltura glicoproteica.
Su genoma esta constituido por una molécula de ARN de cadena simple y polaridad
positiva, formada por 9.600 nucledtidos (Figura B.1).

Su genoma codifica una Unica poliproteina de unos 3.010 aminoéacidos, que posterior-
mente es modificada para generar proteinas estructurales y no estructurales. Un 25%
de la poliproteina da lugar a las proteinas estructurales que son la nucleocapside vy la

Figura B.1. Estructura del VHC.
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Tabla B.1. ARN del VHC. Genes, proteinas codificadas y funcion de las mismas.

CORE Proteina estructural (nucleocapside). Encapsidacion del ARN viral

= Proteina estructural (glicoproteina envuelta). Entrada celular

E2 Proteina estructural (glicoproteina envuelta). Entrada celular

p7 Proteina estructural (canal de iones). Ensamblaje y liberacién viral

NS2 Proteina no estructural. Procesamiento poliproteina viral. Ensamblaje viral. Forma

parte del complejo de replicacion

NS3 Proteina no estructural. Actividad serin-proteasa en procesamiento poliproteina
viral. Actividad ATPasa helicasa en replicacion ARN viral

NS4A Proteina no estructural. Co-factor serin-proteasa NS3

NS4B Proteina no estructural. Modifica las membranas del reticulo endoplasmatico para
formar el complejo de replicacion

NS5A Proteina no estructural. Modifica la sensibilidad al IFN. Forma parte del complejo
de replicacion

NS5B Proteina no estructural. ARN polimerasa ARN-dependiente responsable dela repli-
cacion del ARN viral

Fiructural
{:hrr hSLA NEEE
l-.rl'll'— | | N B NTARE FHNE Aepenienr
ghoaprnbeing cofaciory EMA polsmegrgye

| |

Mt lesg apriid LT T i Pf i

mn charme EHA telicane amf
NTPuss

Cyitmir llr'l.rlﬂa e Klembranauy aeh
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Figura B.2. Estructura genomica del VHC. La marca “X” identifica los puntos en el genoma del VHC
que son las nuevas las dianas terapéuticas (adaptado de Rosen, 2011).
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Figura B.3. Proceso desde el genoma-ARN a las diversas proteinas, pasando a través de la poli-
proteina de 3.010 aminoacidos.

envoltura, y el resto conforma seis proteinas no estructurales. El orden de los genes
codificantes es: 5-C-E71-E2-p7-NS2-NS3-NS4A-NS4B-NS5A-NS5B-3'. (Tabla B.1 vy fi-
guras B.2, B.3).

El producto del gen C (Core) esta formado una proteina de 190 aminoacidos. Constituye
la subunidad basica que forma la nucleocapside. Los siguientes genes, que son el E7 y
el E2, codifican las dos glicoproteinas de la envoltura del virus: gp35 y gp70. Estas dos
glicoproteinas tienen un papel fundamental en la unién a los receptores celulares y su
posterior fusion, condicionando la entrada del virus dentro de las células del huésped.

Los genes no estructurales, NS2 y NS3, codifican a su vez dos proteasas que intervie-
nen en el procesamiento de toda la regién no estructural del precursor poliproteico. El
producto de NS3 es una helicasa que actua desenrollando el molde de ARN durante la
replicacion del genoma. El producto de NS4A actia como cofactor de NS3. El produc-
to de NS5B contiene el dominio ARN polimerasa ARN-dependiente esencial para la
replicacion viral. La NS5 modula la respuesta antiviral del huésped mediada por el in-
terferén. La zona codificante termina en un Unico codén de parada, al que sigue una
region 3" no traducida (3'UTR) (Prince, 1992).

B.1.2. Variabilidad genéomica del VHC. Cuasiespecies y genotipos

La respuesta inmune del huesped, tanto celular como humoral, durante la fase aguda
y cronica de la infeccion por VHC suele ser muy potente. La variabilidad viral juega un
papel fundamental en la cronificacion de la infeccion por el VHC (Kobayashi, 1997).
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Figura B.4. Presencia de genotipos VHC, en pacientes coinfectados VIH-VHC, en Europa. Diversas
zonas europeas son definidas por colores (adaptado de Soriano, 2008).

El VHC, como la mayoria de virus ARN, posee un alto grado de heterogeneidad en
su genoma. Ello es debido a la falta de capacidad del ARN polimerasa de corregir
errores durante la replicacion virica. La tasa global de mutaciones del VHC es superior
a 1.500 cambios de nucleétido por posicion gendmica y ano.

Debido a la baja fidelidad de replicacion viral, el VHC se manifiesta como una mezcla
de genomas divergentes, aunque proximamente relacionados, que muestran un mode-
lo distributivo que denominamos cuasiespecies. Como consecuencia de esta heteroge-
neidad aparecen grupos virales genéticamente distintos o genotipos.

Las mutaciones de nucledtidos en practicamente todas las regiones genémicas del VHC,
con unas secuencias que difieren globalmente entre si un 35-38%, permite una clasifi-
cacion en diversos genotipos del VHC. Las diferencias de nucledtidos que definen los
subtipos VHC son del 14-17% (Bhattacherjee, 1995). Se han descrito 6 genotipos di-
vididos, a su vez, en mas de 84 subtipos. Los genotipos se denominan mediante un
numero (del 1 al 6), y los subtipos mediante una letra mindscula (Bukh, 1995).

Existen diferencias en cuanto a la distribucion geografica de los diversos genotipos. En
los paises occidentales destaca la mayor prevalencia del genotipo 3a entre los jovenes,
especialmente entre aquellos que son usuarios de drogas por via parenteral (Garcia-
Retortillo 2002).
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Figura B.5. Ciclo replicacion viral

—— o ® VHC. Ver explicacion en el texto.

Sabemos que el genotipo no tiene influencia en la historia natural de la enfermedad,
aunque si es el factor mas influyente en la respuesta al tratamiento anti-VHC. En geno-
tipos 2 y 3 se objetiva una respuesta mas rapida y con tasas de RVS de hasta tres
veces mas que en los genotipos 1y 4 (Alonso, 1998).

Desafortunadamente la mayor parte —un 55-60%-— de los pacientes coinfectados por el
VIH y el VHC en Espafa estan infectados por el VHC genotipo 1 (Ledn, 1999). Aproxi-
madamente un 30% estan infectados por los genotipos con mejor respuesta al trata-
miento 2 y 3. La distribucién de genotipos en pacientes coinfectados no difiere de la
que se presenta en pacientes monoinfectados (Pérez-Olmeda, 2002). (Figura B.4).

B.1.3. Ciclo de replicacion viral

El VHC se replica fundamentalmente en los hepatocitos (Sugano, 1995). También se ha
detectado genoma viral en las células de Kupffer y en las células endoteliales hepaticas
(Blight, 1993). Se ha objetivado que el virus puede replicarse en células mononucleadas
en sangre periférica, como son linfocitos T y B, y también en células polimorfonucleadas
(monocitos). Otras localizaciones son los ndédulos linfaticos y las células epiteliales del
tracto gastrointestinal y de cerebro (Deforges, 2004; Forton, 2004).

La replicacion del VHC comprende varias fases, que se esquematizan en la figura B.5
Inicialmente se produce la entrada viral con la posterior liberacion del ARN viral al cito-
plasma (a). Posteriormente se produce la traduccion del ARN viral (b) y el procesamien-
to de la poliproteina mediante la accion tanto de las proteasas celulares como de las
proteasas del virus (c). La replicacion se produce mediante los complejos poliproteicos
asociados a la cara citoplasmatica de la membrana del reticulo endoplasmico.
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Para la replicacion del ARN viral, la cadena positiva de ARN del VHC sera el molde
utilizado en la sintesis de la cadena negativa (d), que a su vez hara la funcion de nuevo
molde para la replicacion de nuevas cadenas positivas de ARN. Posteriormente se
produce el ensamblaje y la encapsidacion (e). Las cadenas positivas de ARN-VHC in-
teractuian con las proteinas del core ensamblando la nucleocapside. Tras la maduracion
del virion se produce la liberacion del mismo (f).

Lo mas destacado de este proceso es que el genoma del VHC no se integra en el
nucleo celular. Todo este proceso se realiza en el citoplasma de la célula hepatica. Por
lo tanto podemos afirmar que el VHC no presenta formas de reservorio estable de
infeccion, a diferencia de los virus del VIH y VHB. De ello se deriva que la vida me-
dia del ARN-VHC en la célula es muy corta (1,5 h). Para mantener la infeccion es
precisa una gran capacidad de replicacion viral (Guo, 2001). La ausencia de reser-
vorios estables del VHC facilita la erradicacion total del VHC, si utilizamos una potencia
antiviral adecuada. Esto no puede darse en la infeccion por el VIH y el VHB.

Esta peculiar circunstancia —el VHC no se integra en el ndcleo celular— en la replicacion
del VHC confiere una de sus principales caracteristicas: es la Unica infeccion viral cro-
nica que podemos erradicar con el tratamiento (Maylin, 2009).

B.1.4. Diagndstico del VHC

TECNICAS SEROLOGICAS

La determinacion de IgG especifica contra el VHC mediante enzimoinmunoensayos (EIA)
es el sistema mas habitual de diagndstico de la infeccidon por este virus. Su sensibilidad
es muy alta llegando hasta el 98-100%. En pacientes inmunodeprimidos la sensibilidad
de los EIA se reduce hasta el 50-95% segun el grado de inmunodeficiencia.

TECNICAS MOLECULARES

Podemos detectar el genoma viral mediante técnicas de PCR. En el periodo ventana
de una infecciéon aguda y en pacientes inmunodeficientes humorales es eficaz la detec-
cion viral directa del RNA del VHC. El ARN viral, debe amplificarse para su deteccion.
La técnica mas empleada es la amplificacion por PCR del ADN complementario (ADNC)
a un fragmento del extremo 5UTR, obtenido por retrotranscripcion (RT-PCR).

Para evitar diferentes unidades de medida de la carga viral, la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) establecié un patron internacional de referencia de los resultados de las
técnicas cuantitativas en Unidades Internacionales por ml (Ul/mL) (Lee, 2000).

B.1.5. Epidemiologia y transmision del VHC

El virus es transmitido por via parenteral y percutanea. Se ha identificado la presencia
de un factor de riesgo en un 90% de los casos, quedando un 10% de los pacientes en

22



Tesis Doctoral José Maria GUARDIOLA TEY

los que no se ha podido identificar la fuente de infeccion. La exposicion al VHC ocurre
en el contexto de uso de drogas por via parenteral, el transplante de érganos sélidos
de donantes infectados, practicas médicas no seguras, exposicion ocupacional a san-
gre infectada. La transmision materno-fetal y las relaciones sexuales con una persona
con VHC también son vias de transmision de la enfermedad.

No hay datos recientes acerca de la prevalencia de la infeccion por el VHC en nuestro
pais. En Espafa la estimacion de la prevalencia de la infeccion VHC en la poblacion
general fue del 2-2,5% en el ano 1997 (Suarez, 1997).

RECEPTORES DE SANGRE Y DERIVADOS

Antes de 1986 la incidencia de hepatitis No A-No B post-transfusional llegaba hasta
porcentajes del 5 al 13%. Al comenzar a realizarse el estudio de marcadores serolégicos
de VHC en el ano 1990, la incidencia de hepatitis post-transfusional disminuyd a por-
centajes menores del 1% (Memon, 2002). La trasfusion de factores de coagulacion en
pacientes con hemodidlisis alcanzd en Espafna incidencias de contagio del VHC de
hasta el 19,5% (Cruz, 2003).

RIESGO EN PERSONAL SANITARIO

El personal sanitario tiene una prevalencia similar de infeccion por VHC que la poblacion
general. El riesgo de adquirir la infeccion por VHC tras un pinchazo accidental se sitda
en torno a un 2% (National Institutes of health, 2002).

TRANSMISION INTRAFAMILIAR

Parece existir una mayor prevalencia de infeccion por VHC (via no sexual) en familiares
de un paciente con VHC, aunque no se sabe bien cual es la causa de este fendmeno.

TRANSMISION SEXUAL EN GRUPOS DE BAJO RIESGO

Los porcentajes de transmision sexual son bajos (Recommendations, 1998). Se estima
una seroprevalencia de VHC del 2 al 3% entre parejas monogamas con uno de los dos
miembros que esté infectado. Entre personas con multiples parejas sexuales el porcen-
taje de trasmision del VHC aumenta hasta el 4 al 6 %. La transmision perinatal del VHC
de nifios nacidos de madres positivas se produce en un 2% de los casos. El riesgo se
incrementa hasta un 4-7% ante una mujer embarazada con carga viral RNA elevada.

USUARIOS DE DROGAS VIA PARENTERAL

Las personas con abuso de drogas via parenteral no sélo tienen la mayor prevalencia
de infeccion por VHC, sino que constituyen un potencial reservorio de VHC en la co-
munidad. La prevalencia puede llegar hasta el 98%, segun la localizacién geogréfica
mundial. La prevalencia de la infeccidon aumenta de forma proporcional a la duracion del
periodo en el que se produce el abuso de drogas.
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Figura B.6. Historia natural de la infeccion por el virus de la hepatitis C.

B.1.6. Historia natural de la infeccion por el VHC

La importancia de la infecciéon crénica por el VHC viene dado mas por su elevada pre-
valencia (aproximadamente un 2% de la poblacion presenta anticuerpos del VHC, 75%
de ellos con ARN VHC+) que por la agresividad del virus propiamente dicha. Afortunada-
mente la gran mayoria de los pacientes con infeccion por VHC presentan una buena evo-
lucion y su calidad de vida o supervivencia se ven escasamente afectadas (Seeff, 2001).

Entre un 15-50% de los pacientes con infeccion aguda lograran aclarar el virus de ma-
nera espontanea, a través del sistema inmune. El resto, un 50-85%, desarrollan una
infeccion crénica por VHC, pero en la mayor parte de los casos permanecen asintoma-
ticos durante afos incluso décadas, aun presentando transaminasas elevadas. La
progresion a fibrosis es altamente variable (Figura B.6).

La curacion espontanea se ha asociado con menor edad, sexo femenino, genotipo 3,
raza blanca, hepatitis aguda sintomatica y con la presencia de determinados polimorfis-
mMos genéticos en 1os genes que codifican para el antigeno HLA, y también para citoqui-
nas como el gen IL28B vy diversas proteinas activadas por el IFN-o (Rauch, 2009).

En los pacientes con VIH, la tasa de curacion espontanea es mucho menor y la croni-
ficacion se produce hasta en un 80% de los pacientes (Tuma, 2010).

Un porcentaje importante de pacientes con VHC (probablemente < 20%) pueden evo-
lucionar hasta una enfermedad hepatica avanzada (cirrosis o hepatocarcinoma), sin
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embargo la mayor parte de los infectados por VHC no sufriran el desarrollo de una
enfermedad hepatica terminal y moriran por otras causas (Ghany, 2003).

Cuando la cirrosis esta establecida, la progresion a fracaso hepatico o hepatocarcinoma
se produce entre un 2-4% y un 1-3% al ano, respectivamente (Alberti, 2002).

Los pacientes coinfectados VIH/VHC presentan cirrosis en edades mas tempranas,
desarrollan la progresion a cirrosis mas rapidamente, tienen un peor prondéstico una vez
establecida la cirrosis y un mayor riesgo de muerte y desarrollo de hepatocarcinoma
(Soriano, 2010).

Aproximadamente un 20-30% de los pacientes con infeccion cronica por VHC/VIH
presentan transaminasas normales y la mayor parte presentan signos histolégicos de
hepatitis leve. Se ha demostrado que este tipo de pacientes presentan menores grados
de fibrosis en comparacion con los pacientes con transaminasas elevadas. La progre-
sibn de la enfermedad hepatica en estos pacientes con transaminasas normales es
infrecuente (Martin-Carbonero, 2009).

La evolucion de la enfermedad por VHC en pacientes coinfectados VIH/VHC viene
determinada por: factores relacionados con ambos virus que analizaremos en capitulos
posteriores, con el huésped y con el tratamiento antirretroviral.

Entre los factores dependientes del huésped o paciente, se encuentran como predicti-
vos de mala evolucion el presentar transaminasas elevadas y un bajo recuento de lin-
focitos CD4+. Asimismo, el consumo de alcohol, la edad méas avanzada y sexo mas-
culino también condicionan una peor evolucion. Es fundamental evaluar la coinfeccion
con otras hepatitis virales (particularmente el VHB), la esteatosis hepatica, la obesidad,
y la presencia de diabetes (Martin-Carbonero, 2004; Jonsson, 2008).

Ni el genotipo ni la carga viral influyen en la velocidad de progresion a fibrosis. Se ha
objetivado que el genotipo 3 se relaciona con una mayor frecuencia de esteatosis he-
patica y también de transaminasas elevadas, favoreciendo una mayor velocidad en la
progresion del dano a nivel hepético (Barreiro, et al. 2006).

Desafortunadamente no tenemos marcadores de progresion de la enferemedad hepa-
tica por VHC.

B.2. VIH

El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) es un lentivirus, de la familia Retroviridae
(Cita web 3).

Fue descubierto y considerado como el causante del sida por el equipo de Luc Mon-
tagnier (Francia) en 1983 (Barré-Sinoussi, 1983). El virién es esférico, dotado de una
envoltura y con una capside proteica. Su genoma esta constituido por una cadena de
ARN monocatenario que debe copiarse a ADN para luego poder integrarse y replicarse
en el genoma de la célula infectada.
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Figura B.7. Estructura basica del
VIH. Explicacion en el texto.

Los antigenos proteicos situados en la envoltura exterior se acoplan especificamente
con las proteinas de membrana de las células que seran infectadas, fundamentalmente
en los linfocitos T4 (Smith, 2006).

El proceso de transcripcion del ARN en ADN define a los retrovirus y se realiza gra-
cias a una enzima denominada transcriptasa inversa. Tras infectar la célula recepto-
ra los lentivirus pueden seguir dos procesos: que €l virus entre en latencia sin interferir
las funciones celulares, o bien, que se inicie un intenso proceso replicativo con la pos-
terior liberacion de viriones capaces de infectar otras células.

B.2.1. Estructura viral

El VIH tiene una forma aproximadamente esférica con un diametro de 80-100 nm. Esta
constituido por tres capas. La cubierta exterior es una bicapa lipidica. Se trata de una
membrana que inicialmente procede de la célula de donde el virus emergid. Esta cu-
bierta exterior posee 72 prolongaciones formadas por las denominadas glicoproteinas
gp120 vy gp41, que interactuan facilitando la unién del virus a la célula huesped. La capa
del medio esta formada por una matriz proteica.

La capa mas interior consiste en la nucleocapside icosaédrica, que contiene el nucleo.
El genoma del VIH —situado en el nlcleo celular- esta compuesto por un ARN de ca-
dena simple compuesto por dos filamentos idénticos. La figura B.7 muestra la estruc-
tura viral.

El genoma del VIH tiene una longitud de 9.800 pares de bases y esta formado por
9 genes: 3 genes estructurales y 6 genes reguladores. Las proteinas estructurales
estan codificadas por los genes gag, pol y env. La secuencia de estos genes forma la
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Figura B.8. Distribucion del genoma ARN del VIH.

mayor parte del genoma viral. Los seis genes reguladores en el genoma del VIH son el
tat, rev, vpu vif, vor y nef.

El gen gag codifica una proteina precursora: la p55. En el proceso de maduracion del
virion, una proteasa, (que a su vez es fruto del gen pol), segmenta la p55 en cuatro
proteinas propias de la estructura del virus: la proteina p24 forma la capside, la protei-
na p17 constituye la matriz y las proteinas p6 y p7-p9 forman la nucleocapside.

El interior de la capside, junto a las dos copias exactas de ARN viral, contiene tres
enzimas -producidos a partir del gen Pol- fundamentales para la division y replicacion
viral: la transcriptasa inversa, una integrasa y una proteasa.

La figura B.8 esquematiza la distribucion del genoma del VHC. La tabla B.2 resume las
caracteristicas de los genes del VIH y las proteinas codificadas.

B.2.2. Ciclo de replicacion

El VIH infecta principalmente los linfocitos T CD4+, pero también los monocitos/macro-
fagos, las células dendriticas, las células de Langerhans y las células de la microglia a
nivel cerebral. La replicacion viral se produce en tejidos diversos (ganglios linfaticos,
intestino, cerebro, timo,...). Los érganos linfoides, sobre todo los ganglios linfaticos, son
el lugar principal donde se realiza su replicacion.

La transcriptasa inversa sintetiza el ADN de doble cadena del provirus utilizando como
patron la cadena simple de ARN viral. Se trata de un ADN-polimerasa que funciona depen-
diente tanto del ADN como del ARN. Tras formarse la primera cadena de ADN, comple-
mentaria del ARN viral, es separado por la ARNasa, lo que facilita a la transcriptasa inversa
la sintesis de la segunda cadena de ADN, utilizando como molde la primera que formo.

Por lo tanto, para la sintesis de la primera cadena de ADN, la actividad de la transcrip-
tasa inversa es ARN-dependiente, pero para la de la segunda es ADN-dependiente.
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Tabla B.2. Relacion de los genes del VIH. proteinas codificadas y funciones

Genes Nombre Producto Proteina Funcion
(precursor) virica

Estructurales |Gag p55 pl7 Proteina de la matriz virica
p24 Proteina principal de la capside virica
p7 Proteina de la nucleocapside. Empaqueta-

miento del ARN virico

p6 Proteina de la nucleocapside. Unién a Vpr.
Encapsidacion virica

Pol p160 p10 Proteasa: procesamiento postraduccional
de las poliproteinas Gag y Gag-Pol

p50 Transcriptasa inversa: transformacion del
ARN virico en ADN provirico

p15 RNasa H: eliminacion del molde de ARN
una vez transcurrida la transcripcion inversa

p31 Integrasa: insercion del ADN provirico en el
cromosoma de la célula infectada

Env gp160 gp120 Glucoproteina de envoltura (superficie).
Interaccion virica con receptor CD4 y
correceptores celulares

gp41 Glucoproteina de envoltura (transmembra-
na). Anclaje de gp120 y fusion de membra-
nas virica y celular

Reguladores |tat Tat (p14) |Activador de la transcripcion: sintesis de
ARNmM
rev Rev (p19) | Exportacion (transporte) de ARN virico del

nucleo al citoplasma

Accesorios | nef Nef (p27) | Regulacion negativa de la presencia de
CD4 y MHC-I en la membrana celular. Inter-
ferencia en la activacion de linfocitos T.
Estimulacion de la infectividad de viriones

vpr Vpr (p15) | Transporte del Complejo de Preintegracion
al nucleo. Bloqueo del ciclo celular

vpu Vpu (p16) | Blogueo del CD4 en el reticulo endoplasmi-

(en co celular, evitando la intepaccion con

VIH-1) gp120 de nuevas sintesis. Incrementa la

liberacion de viriones de la célula infectada

vif Vif (p23) |Infecciosidad de viriones extracelulares
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Posteriormente la integrasa realiza la insercion del ADN proviral en el genoma de la
célula huésped.

La replicacion del virus se desarrolla en diversas etapas. La fijacion es la primera fase
en la invasion de una célula. Se produce un acoplamiento entre las proteinas a nivel de
la envoltura del viridn (las gp120 y gp41) y los receptores a nivel de los linfocitos CD4 (1).
Este reconocimiento es posible gracias a los correceptores propios de las células sus-
ceptibles de ser invadidas: los CCRS5 en el caso de los macrofagos y los CXCR4 en el
caso de los LT4. Tras la fijacion del virus en la célula a infectar, se produce la penetra-
cion. Tras ser reconocido el viridn por los receptores de superficie, éste se sitla dentro
de la célula. Este es el momento en el que la envoltura lipidica del virion se fusiona con
la membrana plasmatica de la célula. Con la proteccion de la capside y las nucleocap-
sides, los dos ARN mensajeros del genoma viral y también sus proteinas asociadas se
sittian en el citoplasma. Con la posterior eliminacion de las cubiertas proteicas, capside
y nucleocapsides, el ARN viral permanece libre en el citoplasma listo para ser procesa-
do. Seguidamente se produce la transcripcion inversa del ARN virico formando el ADNc
(ADN complementario, monocatenario) (2).

Cada una de las dos moléculas de ARN procedentes del viridn lleva asociada una mo-
lécula de transcriptasa inversa, que es la responsable de este proceso. Posteriormente
las dos moléculas de ADNc se uniran para formar una molécula de ADN. El paso si-
guiente comprende la integracion del genoma virico recién formado en el genoma de la
célula huésped. Este proceso se realiza en el nicleo. Mediante la accion de la integra-
sa, que procede del viridn infectante, se inserta —mejor dicho se integra— el genoma
virico en el ADN celular (3).

El VIH integrado en el genoma de la célula infectada, puede seguir diversos procesos:
permanecer en forma latente, replicarse de forma controlada o experimentar una repli-
cacion masiva con el consiguiente efecto citopéatico en la célula infectada.

En este momento se produce la transcripcion del ADN virico con el resultado de un
ARNmM (ARN mensajero), que alcanza el citoplasma a través de los poros nucleares (4).
A este nivel el ARNm facilita la informacion necesaria para la traduccion, produciéndo-
se la sintesis de proteinas a nivel ribosomal. Por accion de proteasas del VIH, las poli-
proteinas fruto de la traduccién son procesadas y de esta manera capacitadas para
formar las proteinas constitutivas del virus (5).

En las fases finales, las proteinas viricas fabricadas son ensambladas junto con los ARN
provirales, formando los componentes internos de la estructura del nuevo viriéon, elabo-
rando la capside y su contenido (6). El Ultimo paso es la gemacion: los nucleoides viri-
Cos se envuelven con la membrana plasmatica y terminan por desprenderse. El nuevo
virion o particula infectante ya esta formado (7)(Alcami, 2008). La figura B.9 esquema-
tiza el proceso descrito, con los pasosi-7 descritos.
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Figura B.9. Ciclo replicativo del
VIH.

B.2.3. Deteccion del VIH

La prueba mas habitual para detectar la presencia de VIH es la prueba de inmunode-
teccion denominada ELISA. Con esta técnica se detectan los anticuerpos especificos
que el organismo produce como respuesta a la presencia del virus. Ante un resultado
positivo mediante ELISA, se debe confirmar la presencia de VIH mediante la prueba
denominada western blot. La prueba diagndstica dirigida al VIH tiene una especificidad
del 99% vy una sensibilidad del 99% (Phair, 1989).

La cuantificacion de la carga viral, es una prueba esencial aplicada al seguimiento de
los pacientes mas que al diagndstico de los mismos. Esta técnica permite medir el nivel
de replicacion del virus y evaluar la eficacia del tratamiento antirretroviral. Por lo tanto
la PCR es el método de eleccion para realizar el seguimiento de los niveles de replica-
cion viral VIH (Giachetti, 2002).

B.2.4. Transmision del VIH

El VIH se trasmite a través del contacto entre fluidos corporales que poseen una alta
concentracion viral. Las tres principales formas de transmision son: por via sexual,
parenteral o transmision vertical. La transmision por via sexual se produce por el
contacto de secreciones infectadas con la mucosa genital, rectal u oral de la otra
persona.

La via parental es una forma de transmisiéon a través de jeringuillas contaminadas que
se da por la utilizacién de drogas intravenosas o a través de los servicios sanitarios.

La transmision vertical de madre a hijo puede ocurrir durante las Ultimas semanas del
embarazo, durante el parto, o al amamantar al bebé. De estas situaciones, en el mo-
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mento del parto es cuando puede producirse la mayor tasa de contagio. De todas
maneras en los paises desarrollados la transmision vertical del VIH practicamente es del
0% si se toman las medidas oportunas para evitar el contagio.

B.3. Coinfeccién VIH-VHC

Aproximadamente 60 millones de personas en el mundo han sido infectadas por el VIH.
El VHC infecta a alrededor del 3% de la poblacion mundial y representa una auténtica
pandemia viral, siendo de 3 a 4 veces mas prevalente que la infeccion por VIH.

La infeccion por VHC v la infeccion por el VIH comparten via de transmision. Hasta un
65% del total de los pacientes VIH pueden mostrar serologias positivas para el VHC. Un 55%
de todos los pacientes VIH tienen carga viral VHC positiva, 0 lo que es lo mismo, replica-
cion viral activa de la hepatitis C (Eyster, 1991). En Europa y EE.UU., entre un 40-60% de
las personas infectadas por VIH también estan infectadas por VHC (Monga, 2001).

La prevalencia de coinfeccion varia de manera determinante, segun la ruta de infeccion
del VIH. La ruta mas frecuente de adquisicion de la coinfeccion VIH/VHC es la exposi-
cion parenteral a sangre: los dos grupos con el mayor riesgo de infeccion por VHC son
los que recibieron transfusiones de sangre y los usuarios de drogas intravenosas. La
prevalencia de coinfeccion es mucho mayor entre usuarios de drogas endovenosas y
hemofilicos (hasta un 96%), en comparacion con hombres homosexuales (Zhang, 2003;
Strasfeld 2003).

Consecuentemente la hepatopatia cronica por el VHC es la patologia asociada mas
importante que presentan los sujetos infectados por el VIH en nuestro pais.

Pese a compartir via de contagio la capacidad de transmision de los virus no es la
misma. Por exposicion percutanea a pequenos volumenes de sangre, el VHC es aproxi-
madamente 10 veces mas infeccioso que el VIH. El contagio se produce entre 15y 30
de cada 1.000 traumatismos o pinchazos por aguja. En el caso del VIH la transmision
por esta via se da en tan solo 3 de cada 1.000 casos. Por contra, el VIH se trasmite
mas faciimente que el VHC mediante relaciones sexuales y también en el caso de la
transmision materno-fetal (Soto, 1994).

Como muestra de lo expuesto, al analizar las frecuencias de anticuerpos anti-VHC en
funcién de la via de transmision en pacientes coinfectados con el VIH, objetivamos que
en ADVP, los porcentajes de VHC llegan hasta un 97%. En pacientes VIH heterosexua-
les, los porcentajes de VHC son de un 14%, y en homosexuales son de un 5%.

Desde la introduccion del TARGA la supervivencia de los pacientes infectados por el
VIH se ha prolongado, siendo cada vez mas frecuente la frecuencia y la importancia de
la comorbilidad por hepatopatia crénica secundaria a infeccion por el VHC y por el virus
de la VHB (Palella, 1998; Iribarren, 2002).

Desde el aho 1996, afno de inicio del TARGA, se ha podido objetivar un aumento de las
muertes por causa hepatica en la poblacion de pacientes VIH, tanto por cirrosis como
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por carcinoma hepatocelular entre la poblacién de coinfectados con VHB y VHC. Al
cronificar y estabilizar la infeccion por el VIH, cobra mayor relieve y gravedad la infeccion
por VHC (Puoti, 2000; Macias, 2002; Bonnet 2002).

B.3.1. Interaccion reciproca entre VIH-VHC

La coexistencia de la infeccion cronica por VIH y VHC en un mismo individuo conlleva
interacciones complejas, modificando la historia natural de las dos infecciones. Ademas,
en los pacientes con TARGA, podemos objetivar un enlentecimiento en la progresion
de la hepatitis cronica en comparacion con aquellos pacientes sin tratamiento y que
presentan alta replicacion del VIH.

B.3.1.1. ImpacTo DEL VIH SOBRE LA EVOLUCION DE LA INFECCION POR VHC

La infeccion por VIH conlleva un aumento importante en la replicacion del VHC, acele-
rando la progresion de la enfermedad hepatica y aumentando el riesgo de mortalidad
de causa hepatica.

Tras la infeccidn aguda, la seroconversion para VHC en pacientes VIH positivos es mas
frecuente que en pacientes sin infeccion por VIH. Asi mismo, la infeccion por VIH tam-
bién se asocia con una disminucién en la presencia de anticuerpos anti-VHC, en pa-
cientes muy inmunodeprimidos. En ocasiones el diagndstico de la infeccion por el VHC
debe realizarse por técnicas de PCR- ARN-VHC.

La coinfeccion empeora el curso histolégico de la infeccion por VHC al incrementar y
acelerar el riesgo de evolucion a cirrosis (Di Martino, 2001). La mayor tasa de evolucion
a cirrosis en un plazo menor de tiempo puede ser explicado por un incremento en la
progresion anual de la fibrosis. El tiempo estimado para la evolucion hasta la presencia
de cirrosis en los pacientes monoinfectados por el VHC, es significativamente mayor,
23 anos, que en aquellos pacientes coinfectados con el VIH, que algunos han estima-
do en 7 afnos (Soto, 1997; Di Martino 2001).

Un estudio (Benhamou, 1999) observacional longitudinal, objetiva una tasa de cirrosis
a 20 anos del 37% en pacientes VHC coinfectados por el VIH, y tan solo del 10% en
pacientes monoinfectados por el VHC.

Los mecanismos que explican la progresion acelerada de la hepatitis C en pacientes
VIH no son bien comprendidos. La disminuciéon de la inmunidad mediada por células
asociada a la infeccion por VIH facilita una mayor replicacion del VHC. El incremento de
la viremia por VHC podria explicar la mayor frecuencia de cirrosis entre pacientes infec-
tados por VIH.

Los mecanismos que forman parte del proceso de la afectacion tisular pueden estar
modificados en pacientes inmunocomprometidos. Algunos de ellos son la alteracion del
patron local de produccion de citoquinas, la expresion de moléculas de adhesion o la
liberacion de factores fibrogénicos (Mastroianni, 2002).
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La coinfeccion por VIH altera la respuesta de las citoquinas, facilitando una mayor pro-
duccioén de las del tipo 1 proinflamatorio (Woitas, 1999). Es importante destacar que la
infeccion por VIH puede por si misma tener efecto citopatico directo en las células
hepaticas. El VIH infecta no solo las células CD4 de la sangre periférica, sino también
a las células inmunes a nivel intrahepatico, como son las células de Kupffer, los hepa-
tocitos y las células hepaticas mono nucleadas (Bach, 1992; Housset, 1993).

La hepatitis aguda por el VHC cronifica con mas frecuencia en los pacientes infectados
por el VIH. Cuanto mas avanzada es la inmunosupresion los porcentajes de cronicidad
son mas elevados. En la infeccion crénica VHGC, los niveles de ARN-VHC son mas ele-
vados en los pacientes coinfectados con VIH/VHC que en los pacientes monoinfectados,
tanto a nivel hepatico como a nivel plasmatico. Este fendmeno se atribuye a una menor
respuesta de las células CD8 especificas anti-VHC. Esta mayor replicacion justifica una
disminucion en la respuesta al tratamiento del VHC. Cuando la inmunosupresion es
grave se acelera la progresion a fibrosis hepatica en los pacientes coinfectados VIH/
VHC (Thomas, 2000; Beld, 1998; Bonacini, 1999; Soriano, 1996; Mauss, 1998; Ben-
hamou, 1999; Puoti 2001; Martinez-Sierra, 2003; Rockstroh, 1996).

Los principales factores asociados con el incremento en el riesgo de progresion a ci-
rrosis en pacientes monoinfectados VHC son el sexo masculino, una mayor edad en el
momento de la infeccion por el VHC, y el consumo de alcohol. La carga viral y el ge-
notipo no influyen en la evoluciéon a cirrosis, aunque si en la respuesta al tratamiento
(Marcellin, 2002).

Los factores asociados a una mayor progresion de la fibrosis y posteriormente a ci-
rrosis en pacientes coinfectados no estan completamente definidos. La mayor edad
al momento de la infeccion por el VHC, el consumo de alcohol, la presencia de ge-
notipo 1 se asocian con una mayor progresion a fibrosis. La influencia del sexo no
parece tener relacion con la progresion a fibrosis (Garcia-Samaniego, 1997; Martin-
Carbonero, 2004).

Al valorar las variables relacionadas con el VIH, el estado de inmunosupresion, expre-
sado por el bajo recuento de linfocitos T CD4, se asocia sistematicamente a fibrosis
grave (Di Martino, 2001; Martinez-Sierra, 2003; Mohsen, 2003).

Un estudio espanol (Martin-Carbonero, 2004) examind el resultado de la biopsia hepa-
tica en 914 pacientes con coinfeccion VIH/VHC. El grado de fibrosis hepatica (segun la
escala METAVIR) fue FO en el 10% de los pacientes, F1 en el 33%, F2 en el 22%, F3
en el 22% y F4 en el 13%. Por encima de los 40 anos de edad, cerca de un 50% de
los pacientes tenian grados de fibrosis hepatica avanzada (F3-F4). La evolucion a en-
fermedad hepatica terminal (EHT) se produjo antes en la poblacion de coinfectados por
VIH/VHC. El desarrollo de hepatocarcinoma se presenta a edades mas jovenes. Hasta
un 25% de los pacientes coinfectados desarrollan cirrosis hepatica a los 15 afios tras
la exposicion al VHC. En los pacientes monoinfectados por el VHC este proceso se
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produce entre un 5%-8%. Podemos afirmar que la mortalidad asociada a EHT se ade-
lanta unos 10 afos aproximadamente en los pacientes coinfectados con VIH/VHC
respecto a los monoinfectados por el VHC.

También se ha publicado (Benhamou, 2001) que el uso de una de terapia antirretroviral,
preferentemente con IP’s, junto con la reduccion del consumo de alcohol y el manteni-
miento de un recuento alto de linfocitos CD4 tiene un impacto positivo en los pacientes
coinfectados, diminuyendo la progresion a fibrosis.

B.3.1.2. ImpacTO DEL HCV SOBRE LA EVOLUCION DE LA INFECCION POR HIV

La hepatitis C puede afectar en forma negativa la evolucion de la infeccion por VIH,
acelerando la historia natural de la enfermedad, o interfiriendo en la respuesta y la to-
lerancia al TARGA (Puoti, 2004; Soto, 1997).

La infeccidon croénica por VHC favorece una activacion inmune persistente y parece fa-
cilitar la transcripcién del VIH en los linfocitos T, o que conlleva una destruccion mas
rapida de los mismos. El VHC tiene capacidad infectante a nivel de los linfocitos T,
pudiendo acelerar su muerte (Laskus, 2000).

Antes de que estuviera disponible el TARGA, algunos estudios habian demostrado que
la coinfeccion por VHC conferia un riesgo incrementado de progresion a sida en pa-
cientes VHC positivos. Otros estudios no confirman este supuesto (Piroth, 1998; Lesens,
1999; Dorrucci, 1995; Wright, 1994).

Un estudio Suizo (Greub, 2000) objetivd que en personas con tratamiento antirretroviral
la posibilidad de progresion a sida estaba asociada de manera independiente a la pre-
sencia del VHC. Ser portador VHC se asociaba con una disminucion media de un 21%
en la posibilidad de incrementar el recuento de CD4 en al menos 50 células/ml.

La presencia de carga viral VHC se asoci6 (Daar, 2001), en pacientes VIH, con un ries-
go relativo de progresion clinica hasta sida del 1.66 y con un riesgo relativo de morta-
lidad relacionada a sida del 1.54. Sin embargo, otros estudios no han evidenciado que
la infeccion por VHC modificara el riesgo de progresion a sida, fallecimiento, o una
disminucion en la respuesta inmunoldgica al TARGA (Sulkowski, 2002).

Mientras que algunos autores (Klein, 2003) afirman que el VHC puede impedir la re-
constitucién inmune tras la terapia anti-VIH, otros (Rancinan, 2002) afirman que la co-
infeccion por VHC no dificulta el incremento de los CD4 tras la administracion del
TARGA.

Si bien el VHC puede no afectar directamente la historia natural del VIH, si que puede
alterar el manejo de esta infeccion en los individuos coinfectados, por varias circuns-
tancias derivadas de la coinfeccion. Por ejemplo, la mayor proporcion de pacientes
ADVP en el grupo de coinfectados puede ser la causa de un menor cumplimiento del
TARGA, y con ello un peor control de la enfermedad (Sulkowski, 2002).
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B.3.2. TARGA en VHC

El VHC puede condicionar una influencia negativa ante la infeccion por VIH, proporcionan-
do una mayor frecuencia de abandonos del TARGA y aumentando ademas su toxicidad
a nivel hepatico. Hasta un 15%-20% de los pacientes con la coinfeccion VIH/VHC de-
ben suspender TARGA por causa de toxicidad hepatica. Se ha descrito que este riesgo
se ve incrementado en pacientes con genotipo 3 del VHC, debido a una mayor pro-
duccidon de esteatosis hepatica (Reisler, 2003; Mocroft, 2005; Den Brinker, 2000).

B.3.2.1. EFecto BENEFIcIoso DEL TARGA en VHC

Los tratamientos TARGA se asocian a una mayor supervivencia global, debido al control
del VIH. También pueden ser uno de los motivos de la disminucion de las causas he-
paticas de muerte. El mejor prondstico en los pacientes coinfectados con VIH/VHC con
TARGA, se debe a una menor progresion a la fibrosis hepatica. Se ha demostrado una
reduccion significativa de la fibrosis en pacientes VIH tratados con IP (Qurishi 2004;
Bonacini, 2006; Benhamou, 2001).

El efecto del TARGA sobre la carga viral de VHC puede ser variable, aunque la mayoria
de los estudios no muestran cambios en los titulos de ARN de VHC, en los pacientes
con TARGA (Garcia-Samaniego, 1998; Torre, 2001).

Sin embargo, se ha demostrado que el TARGA reduce la carga intrahepatica de VHC.
Tras seis meses de uso de IP se objetiva (tras realizacion de biopsia hepatica) una
carga viral VHC intrahepatica 3 a 4 veces inferior que en las personas que no recibieron
los IP. No se encontraron diferencias en la carga viral plasmatica del VHC (Neau, 2001).

B.3.2.2. Toxicipap HerPATica DEL TARGA

En la actualidad los farmacos utilizados en el TARGA no consiguen la erradicacion del
VIH-1. Su objetivo es inhibir la replicacion del retrovirus para que el paciente pueda
tener una respuesta inmune efectiva.

Todos los farmacos ARV se han asociado con hepatotoxicidad, aunque no con igual
frecuencia (Bonacini, 2004). La toxicidad hepatica por farmacos constituye uno de los
efectos adversos agudos mas frecuentes del TARGA, con porcentajes entre el 5 y el 10,
y es uno de los motivos mas importantes que pueden causar la suspension del TARGA.

El espectro clinico es muy variado y abarca desde elevaciones banales de las enzimas
hepaticas, que transcurre de manera asintomatica y transitoria, hasta complicaciones
poco frecuentes, pero muy graves, como puede ser la hepatitis aguda fulminante.

La patogenia de la toxicidad hepatica esta mediada por mecanismos diversos: toxi-
cidad directa del farmaco, reaccién inmuno alérgica, dafio mitocondrial, reconstitu-
cion inmunoldgica, esteatohepatitis, etc. La coinfeccion por los virus de las VHB vy
VHC, con la presencia del genotipo 3 del VHC, y una ingesta elevada de alcohol
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favorecen también el desarrollo de toxicidad hepatica por los farmacos ARV (Soriano,
2008; Domingo, 2011).

Actualmente disponemos de seis familias de agentes antirretrovirales, que pueden causar
toxicidad hepatica utilizados individualmente o en combinacion. Son los inhibidores de la
transcriptasa inversa analogos de los nucledsidos (ITIAN), inhibidores de la transcriptasa
inversa no andlogos de los nucledsidos (NN), inhibidores de la proteasa (IP), inhibidores
de la fusion (IF), e inhibidores de la integrasa (IG) e inhibidores del receptor CCR5 (ICR5).

La hepatotoxicidad por ITIAN puede estar causada por la toxicidad mitocondrial me-
diante la inhibicion de las ADN polimerasas (Lenzo, 1997).

El principal mecanismo de toxicidad hepatica atribuido a los NN son las reacciones de
hipersensibilidad, mediadas por citoquinas. Se desconoce el mecanismo exacto por el
que se induce la hepatotoxicidad (Kontorinis, 2003; Lebray, 2002).

La hepatotoxicidad de los IP se debe a que son metabolizados en el higado por enzimas
del sistema citocromo P450. El deterioro hepatico causado por el VHC afecta al meta-
bolismo del citocromo P450. Los IP pueden actuar como inhibidores del P450 o como
inductores de enzimas hepaticos, y de esta manera favorecer una mayor hepatotoxici-
dad por aumento de las concentraciones plasmaticas de otras drogas (Flexner, 1998).

La posible influencia del tratamiento TARGA sobre los resultados de RVS en pacientes
coinfectados tratados con PEG-IFN y RBV ha sido recientemente descrita por el grupo
de GESIDA. Tras analizar 1.700 pacientes, el seguimiento o no de un tratamiento TAR-
GA no se asocio con la RVS. Sdélo los pacientes con AZT presentan un significativo
descenso en los porcentajes de RVS.

B.4. Tratamiento del VHC en pacientes con infeccion por VIH

Desde el inicio de los TARGA, en el afo 1996, se ha podido controlar la inmunodefi-
ciencia en la mayoria de los individuos infectados por el VIH que cumplen bien el tra-
tamiento, y consecuentemente ha disminuido drasticamente la incidencia de enferme-
dades oportunistas. De la perspectiva de una muerte muy probable, los pacientes
pasaron a tener una perspectiva vital radicalmente opuesta (Palella, 1998).

Sin embargo, enfermedades hasta entonces poco relevantes, como las hepatitis croni-
cas virales, cobraron una relevancia muy significativa. Es por ello que el tratamiento de
la hepatitis cronica C en los pacientes VIH debe plantearse como una prioridad, funda-
mentalmente por dos razones: primero, por la mas rapida progresion a cirrosis y segun-
do, por la peor tolerancia y el mayor riesgo de hepatotoxicidad de los antirretrovirales
en presencia de hepatitis cronica C (Soriano, 2004).

B.4.1. Tratamiento del VHC

El tratamiento de la hepatitis crénica por virus de VHC se basa en la combinacion de
PEG-INF y RBV. Recientemente se han aprobado nuevos farmacos que se utilizaran —en
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Figura B.10. Estructura molecular
OH de la RBV.

combinacion con PEG-INF y RBV- en un futuro muy proximo: el boceprevir (aprobado
por la EMEA el 22 de julio 2011) y el telaprevir (aprobado por la EMEA el 22 de setiem-
bre 2011).

B.4.1.1. INTERFERON

El INF es una proteina que tiene una actividad antivirica e inmunomoduladora. La accion
antivirica consiste en su capacidad para inhibir la sintesis de ADN y de las proteinas
virales; la inmunomodulacion es debida al incremento de la respuesta inmunitaria celular.

El PEG-INF esta compuesto de una molécula de interferon con una de polietilenglicol
que estan unidos mediante un enlace covalente. La pegilacion aumenta la semivida
plasmatica reduciendo el aclaramiento renal, consiguiendo una accidon mas sostenida.
En la actualidad existen dos tipos de interferones pegilados: el PEG-INF a2a, que se con-
juga con un polietilenglicol de 40 kD y el PEG-INF a2b que lo hace con uno de 12 kD. Se
administran por via subcutanea, una vez por semana.

B.4.1.2. RBV

La RBV (1-beta-D-ribofuranosil-1H-1,2,4-triazol-3-carboxamida) (Figura B.10) tiene una
minima o nula actividad antiviral frente al VHC en monoterapia. No obstante, es funda-
mental su accién cuando se combina con el IFN-a para obtener una RVS (McHutchison,
1998; Poynard, 1998; Fried, 2002).

La RBV es un anédlogo de la guanosina, que se ha demostrado activo frente a diferen-
tes virus ARN y ADN. Su mecanismo de accién no es bien conocido. Es un inhibidor
de la ARN polimerasa ARN dependiente, que inhibe la inosin-monofosfato-deshidroge-
nasa (IMP-DH) y produce deplecion intracelular de ATP.

No se sabe como la RBV aumenta la respuesta del IFN-a. Se han propuesto varios
mecanismos de accion: inhibicion de la IMP-DH, inhibicion directa de la ARN polimerasa
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del VHC, hipermutagénesis, induccion de los ISGs y un efecto inmunomodulador (Feld,
2005; Thomas 2011).

La RBV es una molécula polar (acido débil) y por lo tanto, necesita una proteina trans-
portadora para atravesar las membranas celulares. En el interior de los hepatocitos, la
RBV es fosforilada a sus formas mono, bi y tri -fosfato (RBV-TP).

La forma RBV monofosfato inhibe a la IMP-DH por competicion con la inosina mono-
fosfato, lo que lleva a una deplecion de GTP, necesaria para la sintesis del ARN viral.

La forma RBV-TP se incorpora en la cadena naciente del ARN viral, Io que podria llevar
a la terminacion temprana de la sintesis de la cadena y a una inhibicion de la replicacion
viral. Por otro lado, la forma RBV-TP puede actuar como un agente mutagénico facili-
tando la produccion de particulas virales defectivas. También se ha propuesto una ac-
cion inmunoduladora de la RBV.

La RBV, no se une a proteinas plasmaticas y tiene un volumen aparente de distribucion
muy elevado debido a su extensiva acumulacion en glébulos rojos (cociente sangre
total: plasma = 60:1).

La RBV tiene un tiempo de semivida de eliminacion muy largo, lo que podria reflejar su
extensiva acumulacion en compartimentos no plasmaticos como los glébulos rojos y su
lento aclaramiento de los mismos. Por esta razdn, el estado de equilibrio estacionario
de la RBV no se alcanza hasta la semana 4 de tratamiento.

La RBV produce anemia hemolitica por acumulacion de su forma trifosfato el interior de
los glébulos rojos (Tanaka, 2005). El aspecto clave de este proceso radica en que la
fosforilacion de la RBV en los glébulos rojos es irreversible ya que los hematies no tienen
fosfatasas. Ello conlleva una deplecion del ATP intracelular.

El interferén produce supresion de la médula 6sea. Estos dos mecanismos de ac-
cidon son la causa de una caida media de los niveles de Hb de 2-3 g/dL durante
las 12 primeras semanas de terapia. Alrededor de un 10% de los pacientes experimen-
tan una caida de Hb por debajo de 10 g/dL y requieren reducciones de dosis de RBY,
con el riesgo de no conseguir RVS (Hung, 2006). Entre los factores asociados con
mayor riesgo de desarrollar anemia, se encuentran la edad avanzada, sexo femenino,
bajo peso corporal, bajo niumero de plaquetas, nivel de Hb basal bajo y una disminucion
en el aclaramiento de creatinina (Van Vlierbergh, 2001).

B.4.2. Objetivos del tratamiento de la infeccion cronica por VHC

El objetivo fundamental del tratamiento es la erradicacion de la infeccion viral, consiguiendo
con ello la normalizacion analitica de las transaminasas y de la carga viral VHC, y una esta-
bilizacion e incluso una regresion del dafio histologico hepético (Manns, 2001; Fried, 2002).

La RVS se define como la negativizacion de la viremia, medido mediante técnicas de
PCR, que se mantiene al menos 24 semanas tras la finalizacion del tratamiento. Si se
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Figura B.11. Fvolucion de los porcentajes de RVS desde 1997 a 2005, con diversas opciones de
tratamiento del VHC en pacientes monoinfectados (adaptado de Garcia-Samaniego J. Seminario
VHC. Febrero 2010. Barcelona).

cumple este requisito podemos asegurar que el paciente se ha curado de la infeccion
cronica por el VHC. Hemos erradicado la presencia del virus del organismo.

Los porcentajes de RVS han mejorado sustancialmente desde mediados de la década
de los 90, en la que se alcanzaba un modestisimo 6% de RVS con 24 semanas de
tratamiento con IFN en monoterapia. En la figura B.11 se expone de manera esquema-
tica la evolucion de las tasas de respuesta, con varias opciones terapeuticas, en pa-
cientes monoinfectados.

En la actualidad, la tasa global de RVS tras un tratamiento combinado con PEG-IFN
mas RBV en pacientes monoinfectados con el VHC se encuentra en torno al 55-63%.
En los pacientes con genotipos 2 y 3 el porcentaje de RVS se consigue en el 74-80%.
En el genotipo 1 se han obtenido tasas de RVS en torno al 41-56% (Manns, 2001;
Fried, 2002; Hadziyannis, 2004).

De manera resumida podemos afirmar que el tratamiento del VHC tiene las dos caras
de una misma moneda: la cara es que es la Unica infeccion virica cronica que podemos
erradicar. La cruz es que solo lo conseguimos en un 50-63% de los pacientes. Estos
resultados son peores en pacientes coinfectados.

Recientemente se han aprobado dos nuevos inhibidores de la proteasa del VHC: bo-
ceprevir y telaprevir. Los tratamientos triples con PEG-IFN, RBV y un IP-VHC (telaprevir

39



José Maria GUARDIOLA TEY Tesis Doctoral

0 boceprevir) consiguen porcentajes de RVS mucho mayores, llegando hasta el 75%.
Los resultados son fruto de ensayos clinicos controlados. Todavia no estan comerciali-
zados en nuestro pais, aunque es de preveer que podremos utilizarlos a inicos del ano
2012 (Poordad, 2011; Jacobson, 2011).

B.4.3. Recomendaciones en pacientes coinfectados

Las recomendaciones de GESIDA del ano 2009 sugieren un tratamiento de 48 semanas
de duracion, con PEG-IFN y RBY, independientemente del genotipo VHC. Cuando la
negativizacion de la carga viral VHC solo se obtiene a la semana 24, puede alargarse
el tratamiento hasta la semana 72.

Las guias europeas del 2008 (Rockstroh, 2008), justifican un tratamiento de 24 semanas
para los pacientes con genotipos 2-3, que hayan negativizado la carga viral en la se-
mana 4 de tratamiento.

El tratamiento debera suspenderse siempre que la carga viral VHC no haya descendido
dos logaritmos respecto a la basal, en la semana 12 de tratamiento. La presencia de
carga viral positiva a la semana 24 implica también la suspension del tratamiento.

Los porcentajes de RVS en los pacientes coinfectados son desalentadores. La tasa de
respuesta al tratamiento del VHC en los pacientes genotipo 1 es del 17 al 39%, subien-
do hasta un 44-73% en los pacientes con genotipo 3.

Las razones de la peor respuesta del tratamiento del VHC en pacientes coinfectados
no son bien conocidas, y son atribuidas a multiples factores. El déficit inmunoldgico que
provoca la infeccion por el VIH tiene un impacto negativo sobre la eficacia del tratamien-
to con PEG-IFN y RBY, incluso en pacientes con una cifra elevada de linfocitos CD4
y/0 ARN-VIH indetectable. La tasa de abandonos del tratamiento anti-VHC es mas alta
en pacientes coinfectados. Ello es debido a la presencia de una mayor frecuencia de
efectos adversos graves en estos pacientes en comparacion con los pacientes VIH
negativos, en los que habitualmente es menor del 15% (Manns, 2001; Fried 2002).
También puede influir —en algunos casos- la menor experiencia en el manejo de los
efectos adversos del tratamiento del VHC por parte de los especialistas que tratan
habitualmente los pacientes con VIH.

B.4.4. Resumen de los estudios mas importantes en pacientes
coinfectados

En los ultimos anos se han publicado varios estudios con diversas estrategias terapéu-
ticas. En la Tabla B.3 se resumen los datos mas relevantes de los estudios prospectivos
aleatorizados con interferéon pegilado mas RBV para el tratamiento de la hepatitis cro-
nica por VHC en pacientes VIH.

El estudio APRICOT (Torriani, 2004) es el estudio mas importante realizado en pacientes
coinfectados con VIH/VHC. Se incluyeron 889 pacientes de 19 paises. Se distribuyeron

40



Tesis Doctoral José Maria GUARDIOLA TEY

en tres brazos que recibieron: interferon convencional (3 millones de Ul 3 veces/sem)
mas RBV (800 mg/d), interferon pegilado a-2a (180 pg/semana) en monoterapia e in-
terferén pegilado a-2a (180 pg/semana) mas RBV 800 mg/d. Los porcentajes mas
elevados de RVS se observaron en el grupo de interferén pegilado a-2a y RBV (40%)
frente a interferon convencional con RBV (12%) e interferdn pegilado a-2a en monotera-
pia (20%). En 29% de los pacientes con G1 se obtuvo RVS. Se objetivd una mejor RVS
en genotipos 2 y 3 (62%). La proporcion de abandonos del tratamiento fue del 25%.

El estudio ACTG A5071 (Chung, 2004) incluyd 133 pacientes distribuidos en dos brazos
que recibieron interferén pegilado a-2a mas RBV e interferon convencional a-2a y RBV
respectivamente. Se obtuvo una normalizacion de las transaminasas en un 54% de los
pacientes que recibieron PEG-IFN y 44% de los pacientes que recibieron IFN. El grupo
con interferén pegilado incluyd 66 pacientes. Los pacientes fueron tratados con dosis
fijas semanales de 180 pg de PEG-IFN a-2a méas RBV. Todos los pacientes comenzaron
con dosis bajas de 600 mg de RBV al dia, que se incrementaron paulatinamente hasta
1.000 mg/dia, segun la tolerancia. El 77% de los pacientes presentaban genotipo 1. Un
41% de los pacientes alcanzo la respuesta al final del tratamiento, pero la RVS sélo se
obtuvo en el 27% de los pacientes (14% en genotipo 1y 73% en el resto de genotipos),
con PEG-IFN. La RVS en los pacientes tratados con IFN fue del 12%.

El estudio RIBAVIC (Carrat, 2004), incluyd 412 pacientes distribuidos en dos brazos que
recibieron interferobn convencional 3 veces/semana con 800 mg de RBV e interferén
pegilado a-2b 1,5 mg/kg/sem mas 800 mg/24 h de RBV. La respuesta viral sostenida
fue de 26% y 38% respectivamente. El porcentaje de abandonos fue elevado: un 38%,
debido principalmente a efectos secundarios.

Un estudio espanol (Laguno, 2004) realizado en el Hospital Clinic de Barcelona, incluyé
95 pacientes distribuidos en dos brazos. Se compararon los regimenes interferon a-2b
(8 mill Ul 3 veces/sem) mas RBV vs interferdn pegilado a-2b (100-150 mg/sem) mas RBV
(800-1.200 mg/dia). La respuesta viral sostenida fue de 21% y 44% respectivamente. Se
obtuvo una mejor RVS en genotipos 2-3 con 53%, con un 38% en los genotipos 1-4.

Otro ensayo del mismo equipo (Laguno, 2009) incluyd un total de 182 pacientes. Se
aleatorizé el tratamiento, comparando las dosis habituales de los dos PEG-INF dispo-
nibles en el mercado, mas RBV (1.000 mg/24 h para pesos < 75 kg vs 1.200 mg /24 h
con un peso > 75 mg). El 63% eran genotipo 1 0 4, el 30% tenian una biopsia hepati-
ca que mostraba un grado de fibrosis avanzada (puentes de fibrosis o cirrosis) y el 56%
tenian una carga viral VHC basal mayor de 800.000 Ul/ml. La respuesta viral sostenida
global en los pacientes incluidos en el estudio fue del 44% sin diferencias estadistica-
mente significativas entre las 2 opciones.

El estudio PRESCO (Nunez, 2007) incluyd 389 pacientes. Se trata de un estudio prospec-
tivo no comparativo en el que los pacientes recibieron interferon pegilado a-2a mas RBV:
1.000 mg/24 h en los enfermos que pesaban menos de 75 Kg y 1.200 mg al dia en

41



Tesis Doctoral

José Maria GUARDIOLA TEY

BNUAUOD
(eip/B 1-9'0) euLINEgIY
(euewoas
s/ i 12 99 8 /Bow 081) H3Id BZ-0 NI
(eip/B 2'1-1) eulneqy
(seuewss 9¢ ‘seuewas
X ¢ NIN ¢ A seuewss zg| LZ0GY D10V
o9 9 zh 29 87 ‘euBWSS X ¢ NI 9) dg-© N4I| 700z ‘e 18 ‘BunyD
(eip/B 2 1-8°0) euneqlY
(514 (euewas
eg 8¢ 4% 25 Fe /Bow 0G1-00}) H3Ad 9z-© NI
1% (eip/B 2'1-8°0) euIneqlY
VA% / e 9% e (euewss x ¢ ‘NN €) 9g-0 N4I| ¥00zZ “[e 18 ounben
(e1p/6 8°0) euneqiy
(euewas/Ow
VN VN 9z 502 1% /Bow G*1) @Y 2L DId dg-P N4
(o/6 g'0) eunedly olneqlY OlpN1sT
N VN 8l 102 8Y (euewss X ¢ ‘NN €) z-© N4I| 00z “e 18 ‘euoled

€-¢ -1
sodijouarn) sodijousay leqo|b

SOse?d (seuewas)
eplualsos eo1bo|olIA elsandsay op oJownN uoioeing ojusiwejel) oue Yoy

HIA Seu 10ed ue DHH/\ Jod Boju0IO
siedsy gl ep ousiweel (8 ered euuinequ sew opeibad uoiepeiul U0 SOPEZLOIBSEe SON0ads0Id SOIPNISe SO 8p opryNsay € g elgqeL

42



José Maria GUARDIOLA TEY

Tesis Doctoral

(L LOZ Sejojieyy ep opeidepe) “euewny BIDUSIOIBPOUNUIUL B] 8P SNUIA (AJH ‘O shiieday e] ap SnuiA :OHA ‘opejibad 1534
‘a|qiuOdsIp Ou YN ‘SepepIuUN 8p SBUO|IW NN ‘Uoeuslul N4 ‘IW/IN 000°008 > [eSed DHA-NYY A € 0 g odijoush :is OjusiWEele} 9p SBUBWISS g,

(elp/b 2°1-8°0) BuMiABdlY
(euewss
0L 9 oy 96 8t /Bow 081) H3d ez-0 N4

(elp/6 2°1-8°0) BuliABdlY
(euewoas
ze 12 A 98 8Y /Bow 0G1-00+) H3d G2-P N4I|6002 ‘e 18 ‘ounbeT]

ogeoe|d
(euewas
9¢ 4" 0¢ 68¢ 514 /Bow 081) H3d Bz-P N4

(elp/6 g°0) eunineqly
(euewas
29 62 ot 062 8y /Bow 081) H3d BZ-0 N4l

(elp/6 g°0) eunineqly jooudy olpnis3
0¢ A gk 682 3% (euewss x ¢ ‘NIA €) eg-© N4I| ¥00z “[e 18 ‘lueLiol

€-¢ -1
sodijouan) sodijouar) [eqo|b

sosed (seuewss)
BpIud}sos ea1bojoJIA B}sandsay ap oJawnN uoioeing ojusjwejes] oue ‘4oiny

(uoreNUIUOD) HIA Seiu joed us DH/A Jod BOJUQIO
sneday g ep ousirel) (o ered eulinequ sewl opgjlbad uoielsiul U0 SOpeZLoIRafe SOA0adS0/d SOpNISe SO ap opelNssY *€'g ejqel

43



José Maria GUARDIOLA TEY Tesis Doctoral

los que pesaban mas de 75 Kg. Un 61% de los pacientes presentaban un genotipo 1
0 4. El 67% tenia una carga viral basal VHC-ARN por encima de 500.000 IU/ml. La RVS
fue del 49,6%, siendo mas alta en G 2-3 que en G1-4 (72.4% vs 35%; p < 0.0001).

De manera resumida podemos concretar que en el mejor de los casos nuestros pacien-
tes con G1 no llegan a un 50% de RVS. Las terapias triples estan siendo ensayadas
en la actualidad en pacientes coinfectados (Sulkowski, 2011).

B.4.5. Efectos del tratamiento del VHC en la evolucion
de la enfermedad por el VHC y por el VIH

A parte de la influencia del tratamiento del VHC en la progresion de la hepatopatia, es
importante destacar la influencia que puede tener el tratamiento de la infeccion del VHC
en la progresion de la enfermedad por el VIH.

La informacion mas destacada sobre este aspecto procede de la cohorte de GESIDA
de pacientes coinfectados. Esta cohorte esta formada por pacientes que realizaron el
tratamiento del VHC a partir de enero de 2000. Esté integrada por 19 centros espafno-
les, en los que se incluye el hospital de la Santa Creu i Sant Pau. Esta cohorte ha
demostrado que la erradicacion del VHC modifica la historia natural de la hepatitis C en
los pacientes VIH positivos. Ello conlleva una marcada reduccion de las descompensa-
ciones hepaticas, de la presencia de hepatocarcinoma y de la necesidad de trasplante
hepatico, asi como de la muerte por hepatopatia (Berenguer, 2009).

Tras cuatro anos de seguimiento de los 1400 pacientes de la cohorte, también se ha
podido observar que la erradicacion del VHC se asocia también con una menor pro-
gresion de la infeccion por VIH y con una menor mortalidad de causa no hepatica. Se
ha objetivado que la erradicacion del VHC puede mejorar la recuperacion de linfocitos
T CD4. Incluso el seguimiento de la cohorte aporta datos en los que se evidencia una
reduccion de la morbilidad y mortalidad no relacionada ni con la hepatopatia ni con el
VIH, como pueden ser las enfermedades cardiovasculares y las neoplasias no relacio-
nadas con el sida; (Berenguer, 2010).

B.5. Factores predictivos de respuesta

El tratamiento de la infeccién por VHC no cumple, en general, ninguno de los criterios
de comodidad y eficacia que buscamos al disefiar una estrategia terapéutica. Como se
ha expuesto previamente, la eficacia global del tratamiento -RVS- es de un 60% en
pacientes monoinfectados y no llega al 50% en pacientes coinfectados. El tratamiento
es largo, molesto, caro, con multiples efectos secundarios, con una importante tasa de
abandonos, y poco eficaz.

Hasta el momento actual no tenemos otra opcion de tratamiento. Con los nuevos
tratamientos recientemente aprobados los porcentajes de eficacia aumentaran, pero
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Tabla B.4. Factores predictivos de una mejor respuesta al tratamiento anti-VHC

Virus Paciente Tratamiento
— Genotipo VHC 2 6 3 — Edad joven — Dosis 6ptimas de
— Carga viral basal baja — Sexo feminino peglFN y RBV
— Variabilidad genética — Raza no negra — Duracion optima
basal baja — Peso corporal bajo — Buena adherencia
— Cinética viral inicial — Alelos HLA — Interacciones con ARVs
(alcanzar RVR) — Poliformismos en genes de
— Menor duracién de la citoquinas
infeccion VHC — Niveles de citoquinas
— Expresion de ISGs
— LDL elevada
— Ausencia de resistencia a la
insulina
— ALT elevada
- GGT baja

— Ausencia de fibrosis hepatica
— Ausencia de esteatosis hepatica
— Cifra de CD4 elevada

— No abuso de drogas

— No enfermedad psiquiatrica

RVR: respuesta virologica rapida, ISGs. genes estimulados por interferon; LDL: lipoproteina de baja densidad;
ALT: alanina aminotransferasa; GGT. gamma glutamiltransferasa (adaptado de Yeh, 2002).

también aumentaran los efectos secundarios, ya que —lejos de simplificar tratamientos-
estamos aumentando el numero de farmacos, pasando de terapias dobles a terapias
triples (Poordad, 2011; Jacobson 2011).

Por todo ello es preciso seleccionar correctamente a los pacientes que van a iniciar el
tratamiento. El primer requisito es la voluntad y disponibilidad del paciente. Es un factor
dificil de medir, pero sin duda es el principal factor a tener en cuenta. El paciente debe
estar motivado, debe ser colaborador y debe estar informado de las posibles alteracio-
nes que se generaran con la administracion de interferén mas RBV.

Ademas, el especialista debe conocer una serie de factores relacionados con el hués-
ped, con el propio virus y con las estrategias de tratamiento, que deben ser evaluados
y formar parte del algoritmo de decisiones (Tabla B.4). Los factores predictivos de res-
puesta condicionan las posibilidades de una respuesta favorable al tratamiento. Por ello
debemos conocerlos y utilizarlos a nuestro favor, fundamentalmente aquellos que se
pueden modificar, en los que los médicos podemos incidir (Yeh, 2002).
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B.5.1. Factores predictivos de respuesta modificables

PEeso CoORPORAL

El peso corporal influye en el volumen de distribucion y en los niveles de concentracion
del farmaco. Un IMC mayor a 25 kg/m? se asocia significativamente con progresion de
la fibrosis. Un peso corporal por debajo de 80 Kg se asocia significativamente con
mayores tasas de RVS (Ortiz, 2002).

REsISTENCIA INSULINICA

La hepatitis C facilita la resistencia a la insulina y con ello una menor respuesta al inter-
ferén. En pacientes con genotipo 1 la resistencia a la insulina disminuye la tasa de RVS,
y aumenta el riesgo de desarrollar esteatosis y progresion a fibrosis, tanto en pacientes
coinfectados como monoinfectados. Tratar la resistencia a la insulina, disminuyendo la
hiperinsulinemia, podria facilitar una mejor tasa de RVS.

El indice HOMA evalla la resistencia insulinica (Matthews, 1985). Se calcula multiplicando
la insulinemia en ayunas (UU/ml) por la glucemia en ayunas (mmol/l), dividiéndolo por 22,5.
Un HOMA elevado (HOMA > 4) se ha relacionado con peor tasa de RVS (20%) en
pacientes infectados por el genotipo 1 tratados con IFN pegilado mas RBV. Sin embar-
go, pacientes con un indice HOMA normal (< 2) presentaron RVS en un 60.5 % (Ro-
mero-Gomez, 2005; Romero-Gémez, 2006).

FiBrOSIS HEPATICA

Este es un factor modificable, en el sentido que podemos avanzarnos a una mayor
progresion de la fibrosis. La fibrosis hepatica asociada al VHC es un marcador
prondstico de la enfermedad y es Util en la toma de decisiones terapéuticas. Debe
ser evaluada en todos los pacientes coinfectados por VHC/VIH (Recomendaciones
GESIDA, 2009).

Se han descrito una serie de indices o biomarcadores séricos, que son medidas indi-
rectas de la fibrosis hepética y resultan Utiles para identificar a los pacientes con fibro-
sis incipiente y determinar la presencia o no de cirrosis (Nunes, 2005; Macias, 2006;
Cacoub, 2008).

Su utilidad para discriminar diferentes estadios de fibrosis es limitada. Los indices de
APRI, Forns y FIB-4 combinan datos bioquimicos habituales en la practica clinica y son
aplicables sin dificultad para la estimacion de la fibrosis (ver tabla B.5) (Al-Mohri, 2005;
Wai, 2003; Forns, 2002; Sterling, 2006).

El indice APRI se calcula utilizando la formula: [[AST/LSN)/Plaquetas (109/L)] x 100 ; la
formula del FIB-4 es: edad (afios) x AST (U/L)/Plaquetas (109/L) x raiz cuadrada de ALT
(U/L) : vy el indice de FORNS utiliza una féormula mas compleja que incluye la edad,
plaguetas, GGT vy el colesterol.
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UTILIDAD DEL FIBROSCAN

La elastografia hepatica (FibroScan®) evallia el grado de fibrosis a partir de la medida
de la elasticidad hepatica. Analiza un volumen hepatico 400-500 veces superior que
el de la biopsia hepatica. Se trata de una técnica sencilla, con elevada reproducibilidad
de las lecturas, aunque existe cierto componente subjetivo dependiendo de la expe-
riencia de la persona que realiza la técnica.

El rendimiento es alto en el diagndstico de cirrosis hepatica. Valores superiores a 11,8 kPa
6 14,6 kPa se asocian con la presencia de cirrosis en mas del 80% de los pacientes.
En cambio, la capacidad de la elastografia para distinguir entre pacientes con vy sin fi-
brosis es significativamente menor. Una elasticidad inferior a 6 kPa permite descartar la
presencia de fibrosis significativa (por encima de F2) en el 90% de los pacientes (de
Lédinghen, 2006; Vergara, 2007) (ver tabla B.6).

El método principal de diagndéstico de la fibrosis hepatica es la realizacion de una biop-
sia. Se reserva para aquellos pacientes en los que los métodos no cruentos no nos
permitan definir la gravedad de la enfermedad y en los que, en estos casos, la decision
terapéutica puede depender de la informacion proporcionada por la biopsia. Cuando
existe la posibilidad de una enfermedad concomitante la biopsia hepatica es de obliga-
toria realizacion.

FACTORES RELACIONADOS CON LA CINETICA DE LA REPLICACION VIRAL

La cinética de replicacion del virus habitualmente se mantiene estable durante la etapa
en que la infeccion cronifica. Se mantiene cierto equilibrio entre la produccion viral pro-
veniente de los hepatocitos infectados y la destruccion periférica del virus fruto de la
accion del sistema inmune. De esta manera las células que se infectan por primera vez
guardan equilibrio con el proceso de destruccion y muerte de las células infectadas. La
particula viral libre tiene una vida media estimada de 3 horas, con una tasa de produc-
cién-aclaramiento diaria de 10'? particulas virales por dia.

La administracion del tratamiento con PEG-INF y RBV provoca un acusado descenso
de la replicacion viral. En una primera fase, en las primeras 24 horas, se objetiva una
rapida disminucion de la carga viral VHC, debida a una accion directa del IFN. En una se-
gunda fase se aprecia un descenso mas paulatino de la carga viral, debido a una res-
puesta inmune especifica, en la que el IFN inhibe la produccion viral, y provoca al
aclaramiento viral en una gran proporcion de pacientes.

RESPUESTA VIRAL RAPIDA

La RVR se define como ARN-VHC indetectable a la semana 4 de tratamiento. Se consi-
dera como uno de los factores predictivos de RVS independientes mas importantes (Fried,
2008; Davis, 2003). La importancia de la RVR radica en su alto valor predictivo positivo
de RVS que oscila entre el 82 y el 94% (Zeuzem 1999; Buti, 2004; Nunez, 2007).
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RESPUESTA VIROLOGICA PRECOZ

La RVP se define cuando la carga viral del VHC es negativa o existe una disminucion
de 2 log 0 mas de carga viral del VHC entre la basal y la semana 12 de tratamiento.
La no obtencion de RVP, tiene un alto valor predictivo negativo sobre la RVS (98-100%).
Los pacientes que no consigan RVP deben abandonar el tratamiento al ser casi nulas
posibilidades de curacion.

Los pacientes infectados con el genotipo 1 del VHC con RVP parcial (descenso de la
carga viral > 2 log, pero con ARN detectable en la semana 12) consiguen RVS en un
17-29 % tras 48 semanas de tratamiento. Para aumentar estos porcentajes se reco-
mienda realizar 72 semanas de tratamiento a los pacientes que consiguen disminuir el
ARN del VHC > 2 log a la semana 12 y que consiguen negativizar el ARN del VHC en
la semana 24 (Berg, 2006; Sanchez-Tapias 2006).

Los pacientes que cumplen criterios de RVP, pero que mantienen ARN viral detectable
en la semana 24, no alcanzan RVS en el 98-100 % de los casos, por lo que se reco-
mienda la interrupcion del tratamiento en esta situacion.

Parece logico buscar estrategias de tratamiento dirigidas a reducir la carga viral en fases
iniciales de tratamiento. Un estudio realizado en pacientes coinfectados, y que todavia
esta en marcha, compara dos estrategias terapéuticas: la habitual vs la combinacion
de interferén pegilado mas RVB a dosis de 2000 mg al dia las cuatro primeras semanas
(Labarga, 2011). Los primeros datos de eficacia no justifican este incremento inicial de
las dosis de RBV.

FAcTORES RELACIONADOS CON EL VIH

Parece oportuno sugerir que el tratamiento de la hepatitis C se inicie cuando los ni-
veles de linfocitos CD4 estén por encima de 200 células/mmS, para evitar posibles
eventos definitorios de sida. De todas maneras no se ha demostrado que se produz-
ca una menor tasa de curacion cuando el recuento de CD4 esta por debajo de esta
cifra (Opravil, 2008). La limitacion del tratamiento viene condicionada fundamental-
mente por el estado general del paciente, que suele asociarse al grado de inmuno-
supresion.

No existe relacion directa entre la carga viral del VIH y la probabilidad de respues-
ta al tratamiento de la hepatitis C. De todas maneras, parece l6gico controlar
primero la carga viral en aquellos pacientes que presentan niveles elevados de vire-
mia VIH.

Hay algunos farmacos ARV que —por diversos motivos- pueden comprometer la res-
puesta al tratamiento del VHC. Estos farmacos son la didanosina, la estavudina y la
zidovudina. En la practica habitual esto no es un problema pues estos farmacos prac-
ticamente ya no se utilizan (Fleischer, 2004; Fuster, 2005; Berenguer, 2011).
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ADHERENCIA AL TRATAMIENTO

El factor predictivo modificable mas eficaz es que el paciente cumpla el tratamiento. Los
pacientes con genotipo 1 del VHC que durante el tratamiento reciben mas del 80% de
la dosis total prescrita de interferon y de RBV, durante como minimo un 80% del tiem-
po indicado, presentan una tasa de respuesta significativamente mayor que la observa-
da en los pacientes que realizan una dosis total inferior o durante menor tiempo (McHut-
chison, 2002). Es la denominada “regla del 80”.

No obstante las tasas de discontinuacion en los pacientes tratados con PEG-IFN mas
RBV pueden llegar hasta el 40%, fundamentalmente debido a la aparicion de efectos
adversos del tratamiento. Algunos comportamientos, tales como alcoholismo activo o
uso de drogas intravenosas, se asocian con menores tasas de RVS (Schiff, 1999;
Degos, 1999).

Es fundamental motivar bien al paciente. Para ello hay que informar, dedicar tiempo,
estar disponibles... Hay que conseguir e implementar una actitud constructiva y pro-
activa cara al tratamiento, tanto por parte del paciente, del médico, y del entorno del
paciente.

EbAp

La edad por debajo de 40-45 anos se correlaciona significativamente con una mayor
tasa de RVS. En ocasiones es dificil decidir el momento mas apropiado en el que hay
que tratar a un paciente. Hay que tener en cuenta varios factores y decidir en funciéon
de multiples variables. La edad es uno de estos factores a tener en cuenta.

B.5.2. Factores no modificables

RaAzaA v sexo

El sexo masculino se ha asociado con una peor evolucion de la infeccion por VHC y
con peores porcentajes de RVS. La raza (Africano o Hispano frente Caucasico o Asia-
tico) se ha asociado con peores tasas de RVS.

CarGga viraL RNA-VHC BaAsaAL

El seguimiento de la evolucion de la carga viral VHC antes, durante y tras finalizar el
tratamiento es el parametro mas importante que evalla la respuesta al mismo. Una
carga viral basal baja, por debajo de 800.000 Ul/mL, es un factor predictivo de RVS
(Pawlotsky, 2003).

Genotipo VHC

El genotipo del VHC es el factor predictivo basal con mayor valor prondstico en la
prediccion de la respuesta al tratamiento del VHC. El genotipo 1 es un factor de mal

51



José Maria GUARDIOLA TEY Tesis Doctoral

prondstico y se relaciona con una peor tasa de RVS (45%) para pacientes monoinfec-
tados tratados con terapia combinada durante 48 semanas. Los pacientes con geno-
tipo 2 y 3 alcanzan tasas de RVS del 80 %. Poseer uno de estos genotipos es practi-
camente sindbnimo de curacion, sino debe suspenderse el tratamiento por toxicidad
(Martinot-Peignoux, 1995; Shiffman, 2007; Kobayashi, 1996).

CUASIESPECIES DEL VIRUS DE LA HEPATITIS C

El VHC posee una gran capacidad mutagénica y una compleja composicion en cuanto
a cuasiespecies. Ello le capacita para evitar la inmunidad del huésped. La variabilidad
genética del virus persiste durante la cronificacion de la enfermedad hepatica.

Esta presencia de variables o cuasiespecies es un importante factor predictivo de RVS.
Cuanto mayor sea la carga viral basal y mayor sea el nimero de cuasiespecies, la res-
puesta al tratamiento disminuye.

La estructura de las cuasiespecies del VHC sufre cambios significativos durante el
tratamiento con IFN: el IFN ejerce una presion selectiva en la evolucion del virus y esto
puede condicionar la presencia de nuevas mutaciones, facilitando la capacidad de
replicacion viral. Los cambios en el genoma del virus se producen con mas intensi-
dad al comienzo del tratamiento debido a que la resistencia al IFN se produce de
manera precoz.

En pacientes respondedores se objetiva, tras dos semanas de comenzar el tratamiento,
una disminucion significativa de la complejidad y la diversidad de las cuasiespecies. Ello
transcurre junto a una significativa reduccion de la carga viral, sugiriendo que los cambios
precoces de la viremia y de las cuasiespecies pueden predecir la RVS (Hayashi, 1997;
Tang, 2002; Salmeron, 2006; Salmerdn, 2008; Ghany, 2009).

Sin embargo, la presencia de cuasiespecies es un aspecto que no se analiza de ma-
nera rutinaria en la practica clinica habitual.

B.6. Factores genéticos

La presente tesis doctoral evalla la eficacia de los marcadores genéticos como factores
predictivos de la RVS. Es por ello que esta introduccion abundara de manera destaca-
da en aspectos relacionados con la genética. La tesis esta realizada en un entorno
eminentemente clinico. Es por ello que parece conveniente recordar conceptos basicos
en genética, para comprender con exactitud los términos en los que Nos moveremos.

B.6.1. Conceptos basico de genética

El &cido desoxirribonucleico (ADN) es una macromolécula que forma parte de todas las
células y que contiene la informacion genética usada para el desarrollo y el funciona-
miento de los organismos vivos. El ADN es el portador del codigo genético y el respon-
sable de la transmision hereditaria.
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Figura B.12. Estructura y composicion del ADN.

El ADN forma una doble hélice compuesta por dos cadenas de nucledtidos entrelazadas
una sobre otra. Las dos hebras estan unidas entre si por puentes de hidrogeno. Cada
cadena se compone de una sucesion de eslabones denominados nucledtidos y que
estan constituidos por tres elementos: una molécula de desoxirribosa, una molécula de
acido fosférico y una base purinica o pirimidinica.

La pauta de lectura del ADN es 5’ - 3’. El encadenamiento es repetitivo y los nucledti-
dos se distinguen unos de otros solamente por su base purinica (adenina, A; y guanina,
G) 0 su base pirimidinica (citosina, C; y timina, T). (Figura B.12).

La timina es solo especifica del ADN y no se encuentra en el ARN, en donde es reem-
plazada por la uridina, U. Estas bases tienen afinidades unas por otras: T-A, C-G, y U-A
tan solo en el caso del ARN.

Por lo tanto el cédigo genético es como un texto de 4 letras (A, C, T, G) organizadas
en tripletes (coddn). Con estos elementos, se pueden formar 64 codones (43), que se
expresan formando los 20 aminoacidos que componen las proteinas. Hay que destacar
que a un aminoacido le pueden corresponder varios tripletes y existen tripletes que no
tienen ninguna traduccion en aminoacidos.
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La estructura de cada una de las dos cadenas es complementaria: la secuencia de las
bases de una de las cadenas determina la secuencia de la otra. Esta complementarie-
dad es la base de la genética molecular, ya que permite el proceso permanente de
reparacion del ADN.

El ADN debe copiarse en ARN. Las moléculas de ARN se copian exactamente del ADN
mediante un proceso denominado transcripcion. Tras ser procesadas en el nlcleo ce-
lular, las moléculas de ARN salen al citoplasma.

La ARN polimerasa utiliza como molde la cadena complementaria del ADN para trans-
cribir una molécula de ARNm (ARN mensajero), que se traduce como una secuencia
de aminoécidos formando una proteina. La informacion contenida en el ARN codifica la
secuencia de los aminoacidos de las proteinas.

El gen es un fragmento de la secuencia de ADN que sirve para elaborar una proteina. El
gen es considerado como la unidad de almacenamiento de informacién genética y
unidad de herencia al transmitir esa informacion a la descendencia: las secuencias de
ADN que constituyen una unidad a nivel de la herencia se denominan genes. Cada gen
contiene una parte que se transcribe a ARN y se traduce a proteina y otra que se
encarga de definir cuando y dénde deben expresarse. El conjunto de genes de una
especie, y por tanto de los cromosomas que los componen, se denomina genoma.

Los organismos eucariotas almacenan la mayor parte de su ADN dentro del nucleo
celular y una minima parte a nivel mitocondrial. En un mismo individuo, todas las célu-
las sin excepcion contienen el mismo ADN. EI ADN nuclear se encuentra en unas es-
tructuras visibles al microscopio, l1os cromosomas, y que contienen también toda una
serie de proteinas necesarias para la transcripcion.

Los cromosomas tienen forma de cruz. Los brazos se llaman telémeros (2 brazos largos
“q” y 2 brazos cortos “p”) y se divididen en sectores numerados.

El cariotipo esta formado por 22 pares de cromosomas autosémicos y por un par de
cromosomas sexuales XX en la mujer y XY en el hombre. Se numeran, por convencion,
por su tamano, siendo el cromosoma 1 el de mayor tamano.

Una parte del ADN no tiene propiedades de transmision de la herencia -no génico- , y
se encuentra disperso por todo el genoma. El ADN del genoma de un organismo pue-
de dividirse conceptualmente en dos: el que codifica las proteinas (los genes) y el que
no codifica. Solo un bajo porcentaje (10-15%) del genoma (20.000 a 25.000 genes)
humano codifica proteinas, mientras que mas del 90% consiste en ADN no codificante.
Ademas una parte del ADN codifica para ARN que posteriormente no sera traducido
en forma de proteinas, como puede ser el ARN ribosomal y el ARN de transferencia.

Los genes se disponen, pues, a lo largo de ambas cromatidas de los cromosomas
ocupando en el cromosoma una posicion determinada llamada /ocus. Los genes se
encuentran constituidos por regiones codificantes (exones) interrumpidas por regio-
nes no codificantes (intrones) que son eliminados en el procesamiento del ARN. El intron
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es una region del ADN que debe ser eliminada en el proceso de elaboracion del ARN,
a diferencia de los exones que son regiones que codifican para una determinada
proteina. No obstante, los intrones son esenciales en la funcién de corte y empalme
(splicing) a nivel de la formacion del ARN mensajero. El genoma humano consta de
25.000 genes, con 3.000 millones de pares de bases. Un kilobase (Kb) esta compues-
to de 1.000 bases.

Los cromosomas se estructuran en parejas: uno de ellos procede del padre y el otro
de la madre. Por ello cada gen tiene dos alelos. Cada par de alelos se ubica en un
mismo /ocus. Variaciones en la secuencia alélica es lo que se denomina variantes alé-
licas 0 polimorfismos.

B.6.2. Polimorfismos

El genoma de dos humanos se diferencia en una de cada mil bases, l0 que significa
entre 3-4 millones de variaciones entre dos individuos, un 0,1% del genoma humano.

Estas variaciones en la secuencia del ADN se definen como mutaciones o polimorfismos
y suelen afectar uno (pueden consistir en la sustitucion de una Unica base nitrogenada)
0 muy pocos nucledtidos. Se entiende como mutacion el cambio en la secuencia de
ADN que causa una alteracion grave de la funcion del gen. Un polimorfismo es un cam-
bio en la secuencia del ADN que se encuentra en mas de un 1% de la poblacién, y que
generalmente no provoca alteraciones importantes en la funciéon biolégica (Fig. B.13). En
inglés se definen como SNP: single nucleotide polymorphism, polimorfismo de nucled-
tido simple.

La presencia de SNPs puede afectar a la secuencia codificante o reguladora y de esta
manera puede producir variaciones importantes en la estructura de las proteinas, o en
el mecanismo de regulacion de la expresion de diversos genes.

La presencia de los polimorfismos en los seres vivos viene condicionada en parte por
causas genéticas y en parte por causas medioambientales. Esas modificaciones pueden
ser neutras o beneficiosas, confiriéndole una ventaja selectiva a su portador: esto es lo
que pretendemos analizar en esta tesis. La presencia de polimorfismos también puede
ser la causa de enfermedades genéticas.

Los SNPs constituyen hasta el 90% de todas las variaciones en el genoma humano,
apareciendo un SNP cada 1.300 bases de promedio. Dos tercios de los SNPs corres-
ponden a la sustitucion de una citosina (C) por una timina (T).

Los SNPs localizados dentro de una secuencia codificante o exén, pueden modificar o
no la cadena de aminoacidos que codifican: se definen los SNP no-sinébnimos los pri-
meros y SNP sinbnimo (0 mutacion silenciosa) a los segundos. Los SNPs que se en-
cuentren en regiones no codificantes, intrones, pueden tener repercusion en el proceso
de traduccion, fundamentalmente en un paso como el splicing, en el proceso de union
de factores de transcripcion y también modificando la secuencia de ARN no codificante.
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Figura B.13. FPresencia de un SNP:
La cadena de ADN en 1 difiere de la
del ADN en 2 en una pareja de ba-
ses.

B.6.3. Haplotipo. Desequilibro de ligamiento

Un haplotipo es una combinacion de alelos ligados a multiples locus—habitualmente
cercanos- que se transmiten juntos. Un haplotipo esta constituido por varios alelos
cercanos. Esta definicion también incluye al conjunto de polimorfismos de nucledtido
simple —SNPs- que se encuentran estadisticamente asociados. Habitualmente los SNPs
se heredan en grupos, que se encuentran estrechamente relacionados en un mismo
lugar, en un gen determinado. A este grupo de SNPs que se heredan en bloque, es a
lo que hemos denominado haplotipos. Hasta un 65-85 % del genoma humano esta
contenido en haplotipos.

Este fendmeno nos introduce un nuevo concepto: desequilibrio de union, o desequili-
brio de ligamiento (en inglés “linkage disequilibrium”, LD). Los pares de alelos que
forman los SNP, se asocian en proximidad cromosdmica de manera mas frecuente
entre ellos que lo que lo haria el azar. Esta asociacion consiste en que, al comparar
dos SNPs determinados, siempre que se produce una variante alélica que define un
SNP concreto, en un SNP colindante o cercano, también se produce de manera cons-
tante una variacion determinada. El LD entre variantes genéticas o SNPs, es debido a
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que no existe una segregacion independiente de estas variantes en diversos cromoso-
mas. Ello ocasiona que dos o mas variantes localizadas en posiciones fisicas indepen-
dientes y muy cercanas, se comporten como si fueran la misma, actuando de forma
idéntica.

La identificacion de los haplotipos, y de los SNP’s en LD, facilita el estudio genético de
un rasgo O caracteristica concreta poblacional, ya que permite reducir y simplificar el
numero potencial de diferentes SNPs a analizar. Con solo detectar un SNP podemos
identificar los rasgos heredables que comprenden multiples variantes de SNP ya que
ciertos polimorfismos son transmitidos juntos, inversamente a lo que haria el azar, y se
encuentran en desequilibrio de ligamiento (LD).

Las fuentes consultadas para realizar este resumen de genética han sido: Bates, 2005;
Gibson, 2004; Emery's, 2001; Giriffiths, 2008; Horwitz, 2000; Klugs, 2006; Novo, 2008;
Olivar, 2004; Read, 2008; Solari, 2004; Strachant, 2006.

B.7. Farmacogenética

El motivo principal de la tesis es definir si determinados polimorfismos, presentes en
unos genes concretos, pueden tener influencia en el tratamiento de la hepatitis C en los
pacientes coinfectados VIH/VHC. Se trata de verificar si determinados SNPs pueden
ser identificados como factores predictivos tanto de respuesta como de de toxicidad.
En definitiva, pretendemos definir dos marcadores farmacogenéticos asociados a la
RVS, en el tratamiento de la hepatitis C, en los pacientes coinfectados VIH/VHC.

La Farmacogenética es definida por la EMEA como “el estudio de las variaciones en la
molécula de ADN que tiene relacion con la respuesta a los farmacos” (Comitte, 2007).

En la actualidad se realizan estudios de asociacion del genoma completo, GWAS (ge-
nome-wide association studies), que permiten identificar genes implicados en una de-
terminada enfermedad. En estos estudios se compara el ADN completo de personas
con la enfermedad frente al ADN de personas que no la padecen.

B.7.1. Estudios GWAS

Los SNPs forman hasta el 90% de todas las variaciones alélicas a nivel del genoma
humano. Se han descrito mas de 3-4 millones de SNPs, aunque se estima que el nU-
mero global pueda ascender hasta mas de 10 millones de polimorfismos con frecuencias
alélicas superiores al 1% de la poblacion (Kruglyak, 2008).

Existen dos tipos de estudios para el analisis de los genes y de las variantes ge-
néticas:

1. Estudios de ligamiento o de de correlacion genética: se basan en el estudio de la
presencia de marcadores genéticos y fenotipicos dentro de familias con individuos
que presentan alguna alteracion determinada. Esta préactica es la habitual en la
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identificacion de genes y variantes causantes de enfermedades monogénicas
como pueden ser la fibrosis quistica, la hemofilia y la mayoria de los errores inna-
tos del metabolismo. En estas enfermedades, determinados factores genéticos
condicionan la presencia de alteraciones biolégicas severas que causan una en-
fermedad concreta.

2. Estudios de asociacion genética o GWAS: analizan la presencia de diferencias en
la frecuencia de variantes genéticas entre grupos de estudio, generalmente un gru-
po de casos (individuos enfermos) y uno de controles (individuos sanos), o en co-
hortes determinadas. El conocimiento de las variantes en estos grupos lleva a la
identificacion de factores genéticos asociados con riesgo o proteccion ante una
situacion determinada, en el contexto de una enfermedad.

Los GWAS (estudios de asociacion) han sido la estrategia de eleccion en la busque-
da de los genes y de variantes relacionadas con el desarrollo de enfermedades com-
plejas o multifactoriales que afectan a un porcentaje amplio de la poblacién, como
son la diabetes, el cancer, enfermedades cardiovasculares, digestivas, hepéticas y
respiratorias (Xu, 2009).

Los estudios GWAS comparan el genoma de un grupo de individuos con una caracte-
ristica comun, con el genoma de la poblacién general. Las comparaciones se realizan
habitualmente fijandose Unicamente en los SNPs, ya que estos constituyen la mayor
fuente de variacion genética en una poblacion. Los SNPs son frecuentes y uniformes,
y se ubican a lo largo de todo el genoma de un individuo. Suelen situarse en regiones
no codificantes.

Los investigadores pueden escanear todos los SNPs deseados en el ADN extraido
de una sencilla muestra bioldgica, dibujando el mapa genético de cada individuo. La
comparacion de un elevado numero de individuos del grupo de estudio frente al gru-
po control, permite establecer si existen SNPs que se asocien con la caracteristica
de estudio.

Las bases genéticas que condicionan enfermedades complejas pueden ser estudiadas
con los estudios de asociacion genética o GWAS, ya que presentan un escenario mas
problematico que las enfermedades monogénicas (Pearson, 2008).

Es realmente complicada la caracterizacion de los factores genéticos relacionados con
enfermedades complejas. La mayoria de enfermedades con prevalencia elevada en
nuestra sociedad incluyen la participacion simultanea de varios genes y variantes gené-
ticas. Es habitual la existencia de patologias similares que presentan una expresion
clinica distinta, y en la que la presencia de una sola variante genética concreta no es
suficiente para que se exprese esa enfermedad (penetrancia incompleta). También he-
mos de contar con la interaccion entre los diversos genotipos y el medio ambiente.

Es por ello que se han impulsado nuevos abordajes y herramientas para evaluar con
mas rigor las implicaciones genéticas en la presentacion de diversas patologias. El

58



Tesis Doctoral José Maria GUARDIOLA TEY

Proyecto del Genoma Humano se enmarca dentro de este nuevo ambito para el estu-
dio de la influencia de la genética en las enfermedades (Frazer, 2007).

Con la conclusion del proyecto Genoma Humano en 2003, se identificd la secuencia
completa del ADN humano. Todo ello ha facilitado el estudio de numerosos SNP en
grandes poblaciones.

Los GWAS han permitido el hallazgo de un amplio nimero de genes asociados al de-
sarrollo de diversas enfermedades, desvelando su naturaleza poligénica asi como nue-
VoS aspectos de su patogénesis. Se han descrito genes y asociaciones con regiones
gendmicas desconocidas hasta este momento y también se han podido identificar la
presencia de haplotipos de alto riesgo. Los GWAS interrogan desde cientos de miles
hasta millones de SNPs a lo largo de todo el genoma.

El diseno mas habitual de los estudios GWAS es el de casos y controles, donde es
fundamental seleccionar el nUmero adecuado de participantes en funcion de la preva-
lencia de la enfermedad a estudiar.

Al analizar los resultados de un estudio GWAS, habitualmente es muy dificil conocer
cuédl es el SNP o la variacion genética realmente responsable de un efecto bioldgico
concreto, ya que las asociaciones genéticas identificadas habitualmente no son las
Unicas causantes de un fendmeno determinado. Ello es debido en parte al fendmeno
—descrito previamente- de LD. Sin embargo, este fendmeno minimiza el nimero de
variantes alélicas que debemos evaluar en el estudio del genoma, reduciendo de esta
manera tiempo y coste.

Los estudios de cohorte, mas costosos vy dificiles de realizar, permiten evaluar la capa-
cidad predictora de los marcadores genéticos. Los participantes son seguidos a lo
largo de periodos de tiempo, mediante ensayos de tipo longitudinal. Esto permite medir
incidencias, hacer analisis de supervivencia, y valorar la respuesta al tratamiento.

A dia de hoy un gran nimero de GWAS han sido publicados. Se han identificado mul-
tiples asociaciones entre miles de SNPs y distintas enfermedades (Innocenti, 2011;
Johansen, 2011; Aouizerat, 2011; Gershon, 2011; Barnes, 2010).

El fundamento de esta tesis se basa en la descripcion de determinadas variantes aléli-
cas a nivel del gen de la IL28B, situado en el cromosoma numero 19, y del gen de la
ITPA, situado en el cromosoma 20. La potencial utilidad de estos polimorfismos ha sido
descrita mediante estudios GWAS, que seguidamente analizaremos.

B.8. Gen de la interleucina 28B (IL28B) y RVS

En septiembre del afno 2009 se publicaron tres articulos (Ge, 2009; Tanaka, 2009; Tho-
mas, 2009) en los que se describe la asociacion entre varios SNPs y la RVS al trata-
miento de la infeccion por el VHC, con PEG-INF y RBV. Estos SNPs se localizan en el
cromosoma 19 (19g13), concretamente en el gen de la interleucina IL28B.
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Figura B.14. Localizacion del SNP rs12979860-IL2B (adaptado de Ge, 2009).

Al estudiar el genoma -mediante un estudio GWAS- de un grupo de personas monoin-
fectadas por VHC con diferentes tipos de respuestas al tratamiento, se descubrié que
en la region del gen IL28B, y en otras zonas proximas, existian algunas diferencias
genéticas entre los pacientes que habian logrado responder al tratamiento y los que no.
También encontraron diferencias genéticas entre los infectados VHC que eliminaron de
forma espontanea el virus y aquellos que desarrollaron infeccion croénica.

B.8.1. Localizacion y funcion del gen 1L28B

El gen de la IL28B codifica la citocina interferon lambda-3 (A3). Esta citocina forma
parte de los mecanismos intracelulares de respuesta inmunitaria frente a las infecciones
virales. Los interferones son potentes citocinas antivirales endégenas que inhiben o
controlan la replicaciéon del virus de la VHC a través de la via de la JAK/STAT.

El interferon A3 forma parte del complejo denominado interferén Il (IFN 11l). EI [FN-III
incluye tres proteinas (IFN-A1, IFN-A2 e IFN-A3) codificadas por un grupo de genes
localizados en el cromosoma humano 19913 (IL29, IL28A e IL28B) (Fig B.14). La pre-
sencia de infecciones viricas favorece y estimula una mayor producciéon de IFN I, asi
como del IFN-I (IFN-a. e IFN-p).
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B.8.2. Sistema JAK-STAT

El sistema JAK-STAT se considera como el principal mecanismo de sefializacion de los
receptores de interferéon. La JAK-STAT es una via de sefales intracelulares, que utiliza
como mecanismo de transmision la fosforilizacion secuencial en residuos de tirosina de
dos grupos de proteinas que denominamos JAK y STAT.

Las JAK surgen del acrénimo de Just Another Kinase. Se asocian con los receptores
de las citocinas, y favorecen la transmision de la sefial de activacion de estas citoquinas
a las STAT.

Las STAT son proteinas intracelulares en estado latente, que se activan al ser fosforili-
zadas por las JAK. Posteriormente se incorporan al nlcleo, donde se unen al ADN,
activando la transcripcion génica. De esta manera las STAT son proteinas que facili-
tan la transducciéon de sefnal y activan la transcripcion El particular modo de activacion
de la via JAK-STAT (receptor-JAK-STAT-ADN) la convierte en la via mas importante de
transmision de sefal de los receptores de las citocinas, a través de las cuales actla
el IFN (Wilks, 1989; Firmbach-Kraft, 1990; Shuai, 1993; Darnell, 1994). Determinadas
variantes alélicas a nivel del IL28B podrian facilitar la accion trasmisora JAK-STAT, es-
timulando la actividad del IFN.

B.8.3. Mecanismo de accion IL28B

La asociacion entre la variacion de una base a nivel del SNP rs12979860 del gen
IL28B y la respuesta inmunoldgica del huésped frente al VHC no es bien conocida.
El alelo protector podria influir en diversos aspectos relacionados con la expresion
de IL28B, el splicing (corte y empalme) del ARN mesanijero, la vida media del ARN
mensajero, la expresion de IFN-A3 y también en la afinidad o especificidad de éste
ultimo.

La asociacion del gen IL28B con el aclaramiento virico se relaciona con la funcion an-
tiviral del IFN-A3 (IL28B) y su interaccion con el IFN-I. Se produce de esta manera una
sobreexpresion del gen IL28B en los hepatocitos y en las células mononucleares san-
guineas de pacientes infectados con VHC (Tillmann, 2010).

EFecto soBRre Los ISG

Los interferon stimulated genes o ISG juegan un papel fundamental en el proceso de
respuesta al tratamiento del VHC. La sobre estimulacion de este sistema de proteinas
0 genes ISG se ha relacionado con la falta de respuesta al tratamiento antiviral con IFN
y RBV. Por el contrario la ausencia de activacion de este sistema enddgeno, se asocia
a una buena respuesta al tratamiento antiviral (Urban, 2010).

Se ha demostrado que la expresion de los ISG esta aumentada de forma significativa
en el tejido hepatico de individuos que son portadores de SNPs no protectores a nivel
del gen de la IL28B (Honda, 2010).
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Figura B.15. Variantes identificadas en diversos estudios, asociadas a la RVS del tratamiento VHC.,
El rs12979860 (*) fue el primer SNP descrito por Ge (Ge, 2010). Tanaka (lanaka, 2010) definio el
rs8099917(1).

Hay mas interrogantes que respuestas acerca del modo de accion del gen IL28B. Su
accion estimuladora a nivel de la via JAK-STAT y a nivel de los ISG, explican solo en
parte el mecanismo de accion IL28B.

B.8.4. SNPs del gen IL28B. Analisis de los estudios mas
representativos

La presencia de diversos SNPs configura determinados haplotipos beneficiosos que
facilitan la erradicacion del VHC. Un haplotipo respondedor implica un aumento de la
expresion del gen. Los SNPs con una asociacion mas fuerte son el rs12979860 (3 kb
“upstream” del gen IL28B) y el rs8099917, que estan separados tan solo por 4.378
bases y se presentan en fuerte LD (Figura B.15). (Thio, 2010; Ahlenstiel, 2010).

B.8.4.1. rs12979860

El estudio de GWAS realizado por Ge, et al (Ge, 2009) mostraba una asociacion signi-
ficativa entre el SNP rs12979860 vy la RVS. La presencia del alelo C, que es mayoritario,
se asocia con el doble de posibilidades de presentar una RVS, al compararlo con aque-
llos pacientes portadores del alelo T, que es el alelo minoritario.

El estudio (Ge, 2009) incluyd 1.137 pacientes con infeccion por VHC que fueron trata-
dos con PEG-IFN y RBV durante 48 semanas, dentro del estudio IDEAL (McHutchison,
2009). El genotipo CC de este SNP se asocia de manera muy significativa con un alto
porcentaje de RVS (p = 1,37 x 108). El beneficio de portar el alelo C, sobre los altos
porcentajes de RVS se demostrd en todos los grupos étnicos analizados: europeos,
americanos, afro-americanos e hispanos. La distribucion de los diversos genotipos (CC,
CT, y TT) fue diferente en cada grupo, lo que explica en parte los distintos porcentajes
de RVS obtenidos.
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La magnitud de la asociacion entre el genotipo CC y la RVS fue mayor que la de otros
factores predictivos relacionados con la RVS, como puede ser la carga viral basal y el
grado basal de fibrosis (rango de odds ratio [OR] : 5.6-7.3 para el genotipo CC, 2.4-5.1
para la carga viral basal, y entre 1.1-4.1 para el grado de fibrosis)(Ge, 2009).

La presencia del SNP rs12979860 también se ha relacionado con el aclaramiento es-
pontaneo de la infeccion aguda por VHC. Thomas, et al. (Thomas, 2009) fueron los
primeros en describir la influencia del SNP rs12979860 en la resolucion espontanea del
VHC en una cohorte de 1.008 pacientes infectados por el VHC. La frecuencia del alelo
C se asocié de forma significativa con un alto porcentaje de aclaramiento viral del VHC.
La presencia del genotipo CC del SNP rs12979860 se correlaciond con una probabilidad
tres veces mayor de erradicacion del VHC tras la infeccion aguda, al compararse con
los pacientes con genotipo CT y TT.

Otro grupo (Tillman, 2010), evalud la asociacion del SNP rs12979860 con la evolu-
cion de la infeccion aguda por VHC en una poblacion muy homogénea que inclu-
y6 136 mujeres con infeccion aguda por VHC genotipo 1b, adquirida al recibir trata-
miento con inmunoglobulinas contaminadas. Un 50% de las pacientes presentaron
aclaramiento espontaneo del virus. Ello se dio en un 64% de las pacientes con geno-
tipo rs12979860 CC. Las pacientes portadoras del alelo minoritario T y que ademas
no presentaban ictericia durante la fase aguda, presentaron un aclaramiento espontaneo
menor del 15%.

El estudio de Montes-Cano, et al (Montes-Cano, 2010) analiza una cohorte de 731 pa-
cientes VHC. Los pacientes con genotipo rs12979860 CC presentan un porcentaje mas
elevado tanto en pacientes con resolucion espontanea de la infeccion (72%), asi como
la posibilidad de RVS tras el tratamiento (60%). Alrededor de un 44% de la muestra de
los pacientes control, sin infeccion viral, presentan el genotipo rs12979860 CC.

El rs12979860 del gen IL28B es un buen factor predictivo de respuesta al tratamiento.
McCarthy, et al., (McCarthy, 2010) estudiaron una cohorte de 231 individuos infectados
por diferentes genotipos del VHC demostrando que el genotipo respondedor rs12979860
CC confiere una odds ratio casi 6 veces mayor para alcanzar una RVS en comparacion
con los otros genotipos CT 6 TT.

B.8.4.2. rs8099917

Un segundo SNP analizado es el rs8099917, situado en la region entre el gen IL28A y
el IL28B. También se ha asociado con un significativo grado de respuesta al tratamien-
to del VHC (p = 7,06 x 108, OR: 3,36; 95% Cl: 2,15-5,35). Se ha demostrado que
existe una fuerte asociacion entre la RVS y la presencia del alelo T de este SNP (p =
9,25 x 109, OR: 1,98; 95% Cl: 1,57-2,52). Al comparar la RVS entre los portadores y
no portadores del SNP, los heterocigotos TT y los homocigotos del alelo T del rs8099917
muestran una ORs del 1.64 y del 2.39 respectivamente (Suppiah, 2009).
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El grupo de Tanaka, et al., (Tanaka, 2009) realizd un estudio GWAS en el que se inclu-
yeron 154 pacientes VHC genotipo 1. En 82 no hubo respuesta al tratamiento. Los otros
72 pacientes si presentaron RVS. En este estudio se describen hasta 7 SNPs, siendo
el rs8099917 el que mostrd una mayor correlacion con la RVS.

Montes-Cano, et al., encuentran una fuerte asociacion entre la respuesta viral al trata-
miento y la presencia de 7 polimorfismos:— rs8105790, rs11881222, rs8103142,
rs28416813, rs4803219, rs8099917 y rs7248668 — localizados en la region flanquean-
te “downstream”, del gen IL28B. Tras un estudio de regresion logistica se definio al SNP
rs8099917 como el de mayor factor predictivo (Montes-Cano, 2010).

En la tabla B.7 se resumen los principales estudios que asocian el genotipo IL28B vy la
RVS al tratamiento con PEG-IFN-a y RBV.

B.8.5. Infeccion aguda

El estudio de Rauch, et al. (Rauch, 2010), analiza el rs8099917 en la infecciéon
aguda por el VHC. Se incluyen 1.362 pacientes con infeccion aguda por VHC. De
estos, 347 presentaron aclaramiento espontaneo y 1.015 progresaron a infecciéon
cronica. 914 pacientes fueron mono infectados por VHC y 448 coinfectados por
VHC/VIH. En los pacientes con aclaramiento viral espontaneo, con o sin VIH asociado,
se objetivd una mayor frecuencia el alelo T mayoritario rs8099917: 76% TT vs 22% GT
vs 1% GG.

De manera simultanea, Suppiah, et al (Suppiah, 2010) publicaron resultados pa-
recidos en un estudio inicial con 293 pacientes infectados con VHC genotipo 1.
El SNP rs8099917 resultd ser un predictor independiente de respuesta al trata-
miento del VHC.

B.8.6. Distribucion de SNP IL28B

B.8.6.1. DiFerRenciAS ENTRE PACIENTES VHC vs VHC/VIH

Paraddjicamente los pacientes coinfectados VIH/VHC tienen la “ventaja” de poseer
porcentajes mas elevados del genotipo CC rs12979860, en el gen de la IL28B.

Un estudio realizado en nuestro centro (Guardiola, 2011) analizd la presencia de las
variantes alélicas del rs12979860 en la poblacién en general, y en dos grupos de
pacientes. Se analizaron 427 individuos: 140 monoinfectados VHC; 222 coinfectados
VIH/VHC y 65 individuos sanos. La presencia de los genotipos 12979860 CC, CT y
TT fue del 28, 8%, 54,3% y del 17,1% en pacientes VHC, del 45,5%, 44,1% vy 10,4%
en pacientes coinfectados VIH/VHC, y del 36,9%, 53,8%, y 9,2% en individuos sanos
(p = 0,01).

Tras la infeccion aguda los pacientes monoinfectados CC presentan un porcentaje
de aclaramiento mas elevado, y por lo tanto la presencia del genotipo CC del
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Tabla B.7. Principales estudios donde se analiza la asociacion entre variantes alélicas a nivel del
rs12979860 y del rs8099917 con la RVS al tratamiento del VHC

SNP/Estudio \| Genotipo  RVS (%) RVS (%)
VHC Genotipo Genotipo
homocigoto desfavorable
favorable
rs 12979860 (CC) (TC/TT)
Ge, et al. Caucasica 871 1 82 42/33
Afroamericana 191 53 19/17
Hispana 75 7 4321
Montes -Cano, et al. |Caucasica 284 1/2/3/4 60 39 (total)
Mccarthy, et al. Caucasica 178 1/2/3 60 23/21
Afroamericana 53 12 3/20
Thompson, et al. Caucasica 171 1 69 33/27
Afroamericana 300 48 15/13
Hispana 116 56 38/27
Mangia, et al. Caucésica 268 2/3 82 75/58
Sarrazin, et al. Caucasica 267 2/3 87 70/73
Rs 8099917 (TT) (GT/GG)
Tanaka, et al. Asiatica 314 1 60 13/0
Rauch, et al. Caucasica 465 1/2/3 68 29/3
Suppiah, et al. Caucasica 848 1 56 36 (total)

RVS: respuesta viral sostenida; SNP: polimorfismo de nucleétido unico; VHC: virus de la hepatitis C
(adaptado de Lens, 2011).

rs12979860 en pacientes con infeccion cronica, es porcentualmente menor en los
pacientes VHC monoinfectados, que en los pacientes coinfectados con el VIH (28%
vs 45%; p = 0.01).

B.8.6.2. DIFERENCIAS ETNICAS

Es conocida (Yan, 2008; Thomas 2000) la menor eficacia del tratamiento del VHC,
en pacientes afro americanos € hispanos. Los pacientes caucasicos tienen hasta 5
veces mas probabilidad de presentar aclaramiento espontaneo de la infeccion agu-
da por VHC que los pacientes afroamericanos. Ello se debe en parte a una distri-
bucién diferente de los genotipos de /L28B en funcién de la variabilidad geografica.
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Figura B.16. Presencia de los alelos C y T del rs12979860 en el gen de la IL28B en funcion de la
region geografica (Thomas, 2009).

Las diferentes prevalencias de los genotipos protectores podrian explicar parcialmen-
te las discrepancias raciales en la RVS y también en la resolucion espontanea de la
infeccion.

Thomas, et al (Thomas, 2009) analizaron la presencia del SNP rs12979860 en mas de
2.000 personas de 51 etnias diferentes. En el este asiatico se encuentra la mayor pre-
valencia de alelos asociados al aclaramiento del virus. Los individuos de origen africano-
subsahariano tienen una menor prevalencia del alelo C favorable o protector. La preva-
lencia es intermedia en la poblacion europea (Figura B.16). Podemos afirmar que el
alelo rs12979860 C es mas frecuente en la poblacién caucasica comparada con la
afroamericana.

De todas maneras, hay que tener en cuenta que, en un modelo multivariado de induc-
cion de respuesta o resolucion espontanea de la infeccion, la posesion de un genotipo
IL28B favorable solo explica el 50-60% de las diferencias étnicas observadas. Ello con-
lleva que otros factores genéticos o viroldgicos pueden estar implicados. No obstante,
es evidente que dentro de la misma raza la IL28B es un factor predictivo de respuesta
fundamental.
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B.8.7. Genotipos 2y 3

La mayoria de estudios se han realizado en pacientes con genotipo 1. Para valorar la
posible influencia de IL28B en genotipos 2 y 3, el estudio de Mangia, et al, (Mangia,
2010) incluyd 268 pacientes con estos genotipos. Se observd una asociacion entre
IL28B vy la respuesta al tratamiento en aquellos pacientes que no obtenian una RVR al
tratamiento con IFN y RBV. Entre los pacientes que no obtenian RVR los portadores del
genotipo CC en rs12979860 tenian el doble de probabilidades de curarse que aquellos
que no presentaban el genotipo CC.

Contrariamente otro estudio europeo (Sarrazin, 2011) en pacientes con genotipos 2-3,
muestra que el genotipo protector rs12979860CC se asocia significativamente a la RVS
independientemente de la RVR.

B.8.8. IL28B y respuesta al tratamiento en pacientes VIH

Los resultados obtenidos en pacientes monoinfectados se han podido reproducir en
pacientes coinfectados con el VIH.

El primer estudio en pacientes con la coinfeccion VIH-VHC, se publicé en AIDS, en
marzo del afio 2010, y fue llevado a cabo por el grupo del Dr. Soriano (Rallén, 2010).

Se analizd una cohorte de 164 pacientes, que habian completado correctamente el
tratamiento con PEG-INF y RBV. Todos los pacientes incluidos en el estudio eran euro-
peos; un 75% eran hombres, y el promedio de edad era de 42 anos. El recuento basal
medio de CD4 fue de 483 células/mm3, y tres cuartas partes de los participantes que
recibian medicacion antirretroviral tenian la viremia indetectable.

Un 69% de los pacientes estaban infectados por los genotipos 1/4 del VHC. El 30%
de los pacientes presentaban cirrosis compensada. El 44% de los participantes eran
portadores del genotipo CC en el gen IL28B.

El 55% de los pacientes obtuvieron una respuesta viroldgica sostenida con el tratamien-
to con PEG-IFN y RBV; un 21% alcanzaron RVR con carga viral del VHC indetectable
tras 4 semanas de tratamiento; un 80% lograron una RVP con una disminucion igual o
superior a 2 log o carga viral del VHC indetectable a la semana a la semana 12; y un
65% de los pacientes tuvieron una respuesta RFT: carga viral del VHC indetectable al
final del tratamiento.

Los portadores del genotipo CC en el gen /L28B tuvieron tasas de respuesta al trata-
miento mas elevadas en todos los momentos del analisis que las personas que eran
portadoras de los genotipos CT o TT: RVR= 51% frente a 17% (p < 0,0001); RVP =
100% frente a 62% (p < 0,0001); RFT= 87% frente a 48% (p < 0,0001); y RVS = 76%
frente a 36% (p < 0,0001).

Las tasas mas altas de respuesta al tratamiento se observaron en personas con el
genotipo CC en los genotipos 1/4 (p < 0,0001 en todos los momentos de andlisis de
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respuesta). Las tasas de respuesta a la terapia para pacientes con genotipos 2/3 del
VHC fueron similares independientemente de si eran portadores de los genotipos CC,
TC o TT. (Figura B.17).

El efecto beneficioso del polimorfismo genético de IL28B en personas con genotipos
1/4 del VHC parece asociarse con una respuesta temprana al tratamiento. Los porta-
dores del genotipo CC tuvieron de forma significativa mayores reducciones de la carga
viral del VHC a las semanas 4 y 12 que los pacientes que eran portadores de los ge-
notipos CT/TT (p < 0,0001).

El estudio concluye que el genotipo CC en el gen IL28B es un factor pronéstico impor-
tante de respuesta virologica al tratamiento en pacientes coinfectados. Su efecto es
mediado por un aumento del aclaramiento viral durante las primeras 12 semanas de trata-
miento y se aprecia, principalmente, en personas infectadas por los genotipos 1y 4.

Pineda, et al. (Pineda, 2010) estudiaron la respuesta al tratamiento de 154 pacientes
caucésicos VHC/VIH observando que el genotipo rs12979860CC se asocia con el do-
ble de posibilidades de alcanzar una RVS independientemente del genotipo VHC.

La presencia del genotipo CC también se asocia con porcentajes mas elevados de
RVS en un grupo de 62 pacientes coinfectados que habian recibido un segundo tra-
tamiento contra el VHC. Un 57% de los pacientes con el genotipo CC y Unicamente
un 24% de los que eran portadores de los genotipos CT/TT lograron RVS (p = 0,0086).
(Labarga, 2011).
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Un grupo espanol (Barreiro, 2011) asoci6 la presencia de cirrosis con ser portador del
genotipo CC de la IL28B, en pacientes coinfectados. Esto puede ser debido a que los
portadores CC tienen un mayor componente inflamatorio. Esto favorece una mayor
respuesta al tratamiento, pero también una mayor progresion a cirrosis que se ve incre-
mentado en pacientes inmunodeprimidos.

B.8.9. Trasplante hepatico

La recurrencia de la infeccion VHC en el higado es universal si el ARN viral es detecta-
ble en el donante, en el momento del trasplante. Para evitar la recurrencia de la infeccion
administramos tratamiento anti-VHC previo y posterior al TH. Tanto la eficacia como la
tolerancia del tratamiento anti-VHC es significativamente inferior que en pacientes con
tratamiento inmnosupresor.

Fukuhara, et al, (Fukuhara, 2010) han examinado la influencia de los polimorfismos IL28B
en pacientes con TH por VHC. Se realizo la determinacion de las variantes alélicas del
SNP rs8099917 en el gen de la IL28B tanto a nivel del receptor como del donante. Se
describe una respuesta significativamente inferior al tratamiento antiviral en los recepto-
res heterocigotos u homocigotos para el alelo minoritario T/G o GG en rs8099917,
siendo la RVS significativamente mas elevada en los pacientes trasplantados con injer-
tos que poseian el alelo TT mayoritario o protector. El porcentaje de RVS es mas ele-
vado cuando tanto donante y receptor, son homocigotos para el alelo favorable.

B.9. Gen de la ITPA (Inosina trifosfato pirofosfatasa)

El gen de la ITPA regula la anemia producida por la RBV. En primer lugar analizaremos
en qué consiste la anemia asociada a la RBV, y la influencia que tiene sobre la RVS.

B.9.1. Riesgo de anemia hemolitica inducida por RBV

La anemia de los pacientes con hepatitis cronica C tratados con PEG-IFN y RBV es de
causa multifactorial, aunque principalmente es debida a la hemdlisis inducida por la RBV
(Bronowicki, 2006).

Globalmente, hasta un 30-35% de los pacientes tratados con PEG-IFN y RBV pueden
presentar una anemia moderada o severa, con una reduccion mayor de 3 g/dl en los
niveles de Hb, respecto a la Hb basal. La anemia por RBV motiva la disminucién de las
dosis de este farmaco en un 15-25% de los pacientes. Se han correlacionado con la
anemia, la edad, el sexo femenino, los niveles basales de plaquetas y los niveles basa-
les de Hb (McHutchison, 2009; Loustaud-Ratti, 2008).

La anemia hemolitica es dosis dependiente. Suele producirse entre la semana cuatro y
la semana doce del tratamiento. El mecanismo de toxicidad de la RBV se debe al acu-
mulo de RVB-TP a nivel eritrocitario. La alteracién de los mecanismos oxidativos a nivel
de membrana favorecen la lisis celular (De Franceschi, 2006).
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B.9.2. Control de la anemia por RBV

La modificacion de la dosis de RBV, y el uso de EPO son los principales medios que
tenemos para controlar la anemia secundaria al tratamiento del VHC.

Sin embargo, la administracion de dosis menores a las previstas de RBV conllevan una
menor respuesta terapéutica (McHutchison, 2002). La posibilidad de alcanzar una RVS
disminuye significativamente cuando los pacientes reciben menos del 80% de la dosis
total de PEG-IFN y de RBVY, con una duracion menor del 80% del tiempo previsto de
tratamiento (Shiffman 2007, Reddy 2007).

DismINUCION DE LA DOSIS DE RBV

Se aconseja la reduccion escalonada (reduccion de 200 mg) de la dosis de RBV cuan-
do los niveles de hemoglobina son < 10 g/dl y la suspension de este farmaco cuando
los niveles de hemoglobina son < 8,5 g/dl (Del Rio, 2006). A parte de las recomenda-
ciones habituales de las diversas guias de manejo de los pacientes, el principal factor
a tener en cuenta es la situacion clinica individualizada de cada uno de nuestros pa-
cientes. No todos los pacientes deberan reducir o suspender el tratamiento con los
mismos niveles de Hb (Recomendaciones Gesida 2009).

Uso pe EPO

Una disminucion en la dosis de RBVY, sobre todo en las primeras fases del tratamiento,
puede disminuir considerablemente las tasas de respuesta. Con la finalidad de no re-
ducir las dosis de RBYV, la administracion de una hormona como es la eritropoyetina
recombinante —EPO- es una opcién a tener en cuenta para evitar la anemia secundaria
a RBV (Afdhal, 2004). Aungque existen pocas evidencias en pacientes coinfectados, el
uso de EPO permite mantener las dosis adecuadas de PEG-IFN y RBY, y se confirma
como una medida con un aceptable equilibrio coste-beneficio (Sulkowski, 2003). No
obstante, el andlisis del impacto del uso de EPO sobre la respuesta final del tratamien-
to ha ofrecido resultados discordantes (Younossi, 2008).

La administracion de 40.000 Ul semanales de EPO, favorece un aumento de la Hb,
objetivandose incrementos de hasta 3 g/dl. De esta manera podemos mantener las
dosis de RBV (Shiffman, 2007). Ningun estudio, sin embargo, ha establecido que el uso
de EPO aumente las tasas de RVS relacionados con la terapia contra el VHC. Algunos
autores han objetivado que en aquellos pacientes con anemia y con reduccion de la
dosis de RBV, se produce una mayor tasa de RVS; incluso cuando la RBV se redujo
hasta en un 50% (Sulkowski, 2010).

La indicacion de la administracion de EPO para el tratamiento de la anemia inducida
por RBV no esta en ficha técnica y habitualmente se administra como “uso expandi-
do”. La administracion de EPO es por via subcutanea. El precio de la misma encare-
ce considerablemente un tratamiento muy costoso ya de base. Por lo tanto, parece
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l6gico buscar un equilibrio entre la disminucion de las dosis de RBV y la administracion
de EPO.

No obstante, la disminucion de Hb difiere marcadamente entre individuos, hecho que
se verifica habitualmente en la practica clinica habitual.

B.9.3. Descripcion del gen de la ITPA. Primer estudio publicado
en Nature

La variabilidad en la disminucion de la Hb sugiere la existencia de factores genéticos
como potenciales causantes de este hecho.

En febrero del afo 2010, en la revista Nature, se publico el primer estudio acerca de la pre-
sencia de SNPs beneficiosos en el gen de la ITPA (Fellay, 2010). En el estudio de Fellay, et al.
se analizaron un total de 1.286 pacientes que habian participado en el estudio IDEAL.

El estudio IDEAL (McHutchison, 2009) compar¢ la eficacia y la seguridad de los dos
interferones disponibles en el mercado, a2a y a2b, junto a RBV para el tratamiento de
la infeccion crénica del VHC. No se hallaron diferencias entre los dos tratamientos. Los
resultados de este estudio fueron publicados en el afno 2009.

En el estudio de Fellay, et al. los pacientes se clasificaron en tres grupos étnicos: 988 eu-
ropeos-americanos, 198 afroamericanos y 100 hispanos. Quinientos cuarenta y dos (42%)
pacientes desarrollaron anemia clinicamente significativa en la semana 4. Esta anemia se
definié como una disminuciéon de la hemoglobina mayor de 3 g/dl respecto a la Hb basal,
0 una disminucion global de la Hb por debajo 10 g/dl, en la semana 4 de tratamiento.

Mediante estudios GWAS se correlacionaron 565.759 SNPs con la disminucion de
hemoglobina en la semana 4 inducida por el tratamiento con PEG-IFN y RBV. Los SNPs
que mostraron una asociacion significativa con una reduccion cuantitativa de Hb se
localizaron en una misma region del cromosoma 20 (20p13). Destacod el SNP rs6051702
que muestra una elevadisima significacion estadistica (p = 1,1:10%) con la presencia
de anemia asociada al tratamiento PEG-IFN/RBV, en la poblacion de pacientes euro-
peos-americanos y afroamericanos e hispanos.

El rs6051702 se localiza en la region intronica de C200rf194 (chromosome 20 open rea-
ding frame 194) y ocupa la posicion cromosémica 3.191.925. Este SNP se incluye en una
region que comprende unas 250 kilobases (kb), que contiene cinco genes codificadores
de proteinas: RP5, DDRGK1, ITPA, SLC4A11 y UBOX5. El estudio GWAS determiné la
zona concreta donde localizar posibles SNPs asociados con la presencia de anemia.

B.9.4. Polimorfismos ITPA y niveles de Hb: rs1127354 y rs7270101

Previamente, en el ano 2002, se habian descrito (Sumi, 2002) 2 variantes funcionales
del gen ITPA, que se localizan en la region de 250 Kb y que son proximas al SNP
rs6051702 descrito en el estudio GWAS.
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En concreto nos referimos al SNP rs1127354 (94C>A, P32T; exdn 2; posicidon cromo-
sémica 3.141.842) y al SNP rs7270101 (IVS2 +21A>C; intron 2; posicion cromosémica
3.141.893). Estas variantes alélicas se han asociado con una disminucion de la actividad
enziméatica de la ITPA (Stenmark, 2007; Von Ahsen 2008).

A partir de datos del Hapmap (www.hapmap.ncbi.nim.nih.gov), el grupo de Fellay des-
cribié que estas dos variantes del gen ITPA (rs1127354 y rs7270101) estaban asociadas
con el SNP rs6051702. Se objetivd que, los alelos minoritarios de los dos SNPs anali-
zados -que presentan una baja actividad enzimatica- se asociaban con el alelo protec-
tor de rs6051702.

Esta asociacion sugiri¢ la posibilidad de que las dos variantes funcionales del gen de
la /ITPA fueran las causantes de la proteccion contra la anemia. Para confirmar esta
hipdtesis se genotipd una muestra de 168 pacientes. Se encontré una fuerte asociacion
entre la presencia de anemia y determinadas variantes alélicas de los SNPs rs1127354
y rs7270101, confirmando de esta manera la sospecha inicial.

Estos datos eran indicativos de que las dos variantes funcionales del gen /TPA eran
responsables tanto de la asociacion observada con el rs6051702, asi como de la pro-
teccion frente a la anemia inducida por la RBV. Dichos hallazgos se muestran en las
figuras B.18 y B.19.

B.9.5. Disminucion de la actividad ITPasa

El gen ITPA codifica para la proteina ITPA, que es el enzima de la Inosina trifosfato pi-
rofosfatasa.

Se define tambien como el enzima con actividad ITPasa, enzima inosina trifosfatasa o
trifosfatasas de inosina (EC 3.6.1.19). La enzima ITPA cataliza el paso de TP (inosin
trifosfato) a IMP (inosin monofosfato). Se trata de una hidrolasa que se une a la molé-
cula de ITP. Tras la hidrdlisis del ITP se forma IMP mas una molécula bisfosfato.

Las mutaciones en el gen ITPA determinan la codificacion de una enzima menos activa,
con una acusada reduccion de la actividad ITPasa, y por lo tanto con una disminucion
del paso de ITP a IMP, con el consiguiente acumulo de ITP intracelular.

Las variantes alélicas protectoras —0 genotipos protectores- descritas en el gen ITPA
codifican una enzima con menor actividad ITPasa: los homocigotos mutados (AA) para
rs1127354 tienen una actividad nula de la enzima, mientras que los heterocigotos (CA)
tienen un 22.5% de la actividad normal; los homocigotos mutados (CC) para rs7270101
tienen un 10% de la actividad; y los heterocigotos compuestos tienen solo tienen un 60%
de actividad (Sumi, 2002). La tabla B.8 muestra las diversas combinaciones entre los
genotipos de los dos SNPs implicados en la actividad de la enzima ITPA.

La deteccion de una mutacion rs1127354 beneficiosa exige la presencia del alelo mino-
ritario A, tanto en hetero como en homocigosis. Los porcentajes en los que esta muta-
cion esta presente varian en funcion del area geogréfica estudiada. En la figura B.20 se

72



Tesis Doctoral

z i L L] Wl oW WEmR ¥
] | T L U R T ]

55

D —— — — e e e W W —

Chpomegome S0 clecgr e s ¢ PO (T Y
o ﬂ" ”hl"“"
w _ amae L!'iq Lmbin  ApHEE TN

P
ok F ! i L

O N e s+ 264

o -
m

.

José Maria GUARDIOLA TEY

Representacion de los hallazgos
de los estudios GWAS.

Enla parte superior se objetiva
el mapeocromosdmico. A nivel
del cr20 se produce una Tond
hipercaptante que se relaciona
conun significativo descensode
Hb relacionado con los SNP
estudiados.

Mds abajo se esguematiza el
cromsoma 20, y se amplia una
zona de 250 Kb gue abarca
vanos genes localizados en la
regidn 13 del brazo corto del
cr2i,

Enla zona inferior, de forma triangular,
se proyectan todos los SNP analizados.

Figura B.18. Resultado del GWAS. Analisis del cromosoma 20. (Fellay, 2010).
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Figura B.19. Ampliacion del area de 250 Kb. Esquematizacion del gen ITPA, compuesto de 8 exo-

nes y 7 intrones.
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Tabla B.8. Actividad de la enzima ITFA. El porcentaje de actividad varia en funcion de la combinacion
entre los diversos genotipos rs1127354 y rs7270101.

rs1127354 rs7270101 Actividad ITPasa (%) Deficiencia ITPasa
Wild-type CC Wild-type AA 100 =
Wild-type CC Heterocigoto AC 60 +
Heterocigoto CA Wild-type AA 30 ++
Wild-type CC Homocigoto CC 30 ++
Heterocigoto CA Heterocigoto AC 10 +++
Homocigoto AA Wild-type AA <5 +++

Adaptado de Thompson, 2010.

expone el porcentaje de pacientes portadores del alelo A (rs1127354; 94C>A). En nuestra
poblacién, fundamentalmente caucasica, los porcentajes llegan hasta un 20%.

B.9.6. Accion de la enzima ITPA

La enzima ITPA, compuesto de 194 aminoacidos, ejerce su accion a nivel del citosol
intracelular, formando parte de un complejo mecanismo de equilibrio entre el anabolismo
y catabolismo de bases puricas. La actividad ITPasa ejerce un papel fundamental en el
metabolismo de las bases puricas.

0204
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2 i (= 5 Figura B.20. Presencia del alelo A
2 rs1127354 en diferentes grupos
geograficos (adaptado de Marsh S.
Population 2004).
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B.9.6.1. BASES PURICAS. DEFINICION E IMPORTANCIA

Las bases nitrogenadas son compuestos organicos ciclicos, que incluyen dos o mas
atomos de nitrégeno. Existen cinco bases nitrogenadas principales, que se clasifican en
bases puricas o purinicas (derivadas de la estructura de la purina) y bases pirimidinicas
(derivadas de la estructura de la pirimidina). La adenina (A) y la guanina (G) son bases
puricas, y la timina (T), la citosina (C) y el uracilo (U) son pirimidinicas.

Las bases nitrogenadas A, T, G y C se encuentran en el ADN (acido desoxirribonuclei-
co). Una base nitrogenada (A, T, G y C), un azicar (desoxirribosa) y un grupo fosfato
forman un nucledtido. EI ADN esta formado por dos cadenas complementarias unidas
por enlaces entre nucledtidos de manera siempre constante: la A se une conla Ty la
C se une con la G. El ARN, encargado principalmente de copiar y transmitir la informa-
cion genética, esta formado por las mismas bases, exceptuando que la complementa-
riadelaAeselUenvezdelaT.

Las bases puricas son sintetizadas fundamentalmente a nivel hepatico. En su degrada-
cion el metabolito final es el acido Urico.

B.9.6.2. SINTESIS DE LAS BASES PURICAS

Las bases nitrogenadas no son requeridas en la dieta ya que el organismo tiene la
capacidad de sintetizar y recuperar nucleétidos. La sintesis de los nucleétidos de puri-
na comienza partir de un azUcar activado, el 5-fosforibosil-1-pirofosfato (PRPP). Tras
varias reacciones se forma el primer nucleétido, la inosina-5’-monofosfato (IMP). La fi-
gura B.21 muestra el proceso desde PRPP a IMP.

El IMP representa un punto de partida para la biosintesis de las bases puricas, ya que
puede ser convertido en adenilato (AMP) o en guanilato (GMP) a través de dos vias
distintas (Burgis, 2003). La via que conduce a AMP requiere energia en forma de GTP
y la que conduce a GMP requiere energia en forma de ATP (Figura B.22).

B.9.6.3. CATABOLISMO DE LAS PURINAS

El catabolismo de los nucledtidos de purina conduce en Ultima instancia a la produccion
de acido Urico que es insoluble y es excretado en la orina. Tanto AMP, IMP, GMP y XMP
se metabolizan a través de la via de la xantina en acido Urico (Figura B.23).

B.9.6.4. PRESENCIA DE OTRAS BASES PURICAS: INOSINA Y XANTINAS

Existen multiples bases puricas que provienen de los acidos nucleicos originales. Es el
caso de la inosina y las xantinas.

Las xantinas son sustancias que también pertenecen al grupo quimico de las bases
puricas. En este grupo se incluyen la xantina, la hipoxantina y el &cido Urico. Todas ellas
forman parte del metabolismo intermediario de las bases puricas (Zheng J. 2005).
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La inosina es un nucledsido con un papel intermediario y fundamental en la sintesis de
acidos nucleicos. La inosina se forma cuando la hipoxantina se une a un anillo de ribo-
sa a través de un enlace glucosidico en posicion N9 (Figura B.24). Por lo tanto la ino-
sina es un eslabon intermedio en la sintesis de nucledtidos purinicos.

La inosina es un metabolito del IMP, formando parte del proceso de degradacion de las
purinas. También se metaboliza a ITP. El papel mediador de la ITP no queda claro. A
este nivel actua la enzima ITPA, una hidrolasa, que cataliza el paso de ITP a IMP.
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Figura B.24. Formacion de la inosi-
miggesrting na tras la union de una ribosa en
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B.9.7. Papel de la ITPA

Estos complejos procesos a nivel intracelular precisan de mecanismos reguladores que
eliminen las moléculas innecesarias, que ya han cumplido su cometido en el proceso
de replicacion celular. El papel fundamental de la enzima ITPA consiste en regular los
niveles de IMP y de ITP para que se mantega en equilibrio el proceso catabdlico des-
crito anteriormente.

La ITPA es la principal enzima que mantiene a salvo el ADN, protegiéndolo del pool de
bases purinicas acumuladas a nivel intracelular y que pueden ser dafinas, ya que pue-
den alterar la correcta replicacion celular.

La enzima ITPA o ITPasa actla a nivel de determinadas purinas que estan en forma
trifosfato, catalizando la hidrélisis de las moléculas trifosfato a las formas monofosfato.
Asf protege a las células -incluyendo a los eritrocitos- del acumulo de nucleétidos, como
ITP, dITP o xantosina trifosfato (XTP), que pueden ser incorporados de manera inapro-
piada a las moléculas de ARN y de ADN.

De este modo, el déficit de la ITPA se caracteriza por el acumulo de trifosfato de ino-
sina o ITP en los eritrocitos. Este aumento de ITP intracelular no condiciona ninguna
patologia (Sakumi K, 2010).

La presencia del alelo A protector del polimorfismo rs1127354 [TFA es la variable mas rele-
vante que determina la baja actividad enzimatica de la ITPA y la consiguiente acumula-
cion de ITP en los glébulos rojos. La presencia de este polimorfismo también favorece el
aumento de toxicidad de determinados farmacos andlogos de las purinas, que no son
metabolizados correctamente, como es el caso de la azatioprina (Stepchenkova, 2009).

B.9.8. Aumento de ITP y reduccion de la anemia.
Posibles mecanismos

La RBV es fosforilada a nivel intracelular, dando lugar a la forma activa del farmaco,
RBV-TP. La RBV-TP se incorpora al ARN del VHC, mimetizando a la uridina y a la cito-
sina, deteniendo de esta manera la elongacion del ARN virico.

El mecanismo por el cual la deficiencia de la ITPA tiene efectos protectores frente a la
anemia hemolitica inducida por la RBV aun no se ha entendido claramente, aunque
existen varias hipotesis.

El primer mecanismo propuesto se basa en que el acumulo de ITP intraeritrocitario,
causado por la deficiencia de la ITPA, compite con la forma activa de la RBV-TP en
determinados procesos celulares no bien conocidos. De esta manera el ITP protegeria
a las células contra los efectos liticos de la RBV-TP y disminuiria la lisis celular eritroci-
taria, y por lo tanto disminuiria la anemia (Fellay, 2010).

Parece mas consitente el mecanismo definido por Hitomi, et al., (Hitomi, 2011). El me-
tabolismo oxidativo a nivel de la membrana del eritrocito es ATP dependiente. Se trata
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Figura B.25. A. La via habitual de metabolismo del IMP hasta AMP utiliza el GTP como sustrato.
En caso de deficit de GTF, el sustrato utilizado sera el ITP. B. Ante el déficit de [TPasa se acumu-
la ITR. Este ITP es fundamental, ya que ejerce de sustrato de la enzima ADSS. El sustrato habitual
es el GTP,; pero que en este caso esta disminuido por la accion directa de la RBV (adaptado de
Hitomi, 2011).

de un mecanismo de defensa celular que facilita la viabilidad del hematie. La RBV
causa una reduccion de GTP y ATP. El mecanismo por el cual se produce la anemia
va intimamente ligado a la reduccion del GTP y del ATP originados por la administra-
cion de RBV.

Los pacientes con menor actividad ITPasa acumulan niveles elevados de ITP in-
traeritrocitario. Tal como se ha comentado previamente, el IMP representa un pun-
to de ramificacion para la biosintesis de purinas, ya que puede ser convertido en
AMP o GMP a través de dos vias de reacciéon distintas (Figura B.22). La via que
conduce a AMP requiere energia en forma de GTP: este es el punto critico donde tiene
capacidad de actuar el ITP, sustituyendo al GTP cuando existe una deplecion del mismo.

La enzima adenilo succinato sintetasa (ADSS) cataliza el paso de IMP a adenil succina-
to mediante el consumo de GTP mas aspartato. Esta enzima ejerce un efecto limitante
en el paso de IMP a AMP y posteriormente a ATP. Para evitar la pérdida de ATP, el ITP
puede actuar también como cofactor en lugar del GTP en la via de sintesis de AMP y
ATP (Figura B.25).

Ante la deplecion de GTP, provocada por la RBY, el acumulo de ITP en el interior de
los eritrocitos, debido a una disminucién de la actividad ITPasa, activa la via del
adenilato succinasa. De esta manera, se compensa la deplecion de ATP y GTP secun-
daria a la RBV.

Por lo tanto, el ITP tiene la capacidad de reemplazar al GTP en el proceso de sintesis
de AMP y ATP. Los efectos de la disminucion del ATP y GTP, por efecto de la RBV, son
claramente mitigados por el ITP, protegiendo a los eritrocitos de la anemia. De esta

79



José Maria GUARDIOLA TEY Tesis Doctoral

manera evitamos una lisis de la membrana del eritrocito, que dispone de la ATP nece-
sario para mantener vivo y eficaz su metabolismo oxidativo.

Por lo tanto, la deficiencia de ITPA parece ser una condicién benigna. Las terapias que
se dirigen al bloqueo de esta enzima podrian ayudar a proteger contra la anemia indu-
cida por RBV. La deteccion de esta deficiencia podria ayudar a identificar los grupos de
riesgo. La modulacion farmacoldgica de la actividad ITPA podria ser eficaz para preve-
nir la anemia severa. La terapia anti VHC administrada junto con un antagonista de la
ITPA podria contribuir a aumentar las tasas de respuesta viroldgica sostenida secunda-
ria a un mejor cumplimiento del tratamiento.

B.9.9. Estudios publicados acerca de la interaccion ITPA-Anemia

Desde finales del 2010 a mediados del 2011 se han publicado varios estudios que
analizan la influencia de los SNPs del gen de la ITPA en pacientes monoinfectados. No
hay ningun estudio realizado en pacientes coinfectados VIH-VHC.

En todos los estudios realizados el genotipo ITPA es un potente predictor de la toxicidad
de la RBV. Sin embrago tan solo un estudio concluye que los genotipos CA/AA del gen de
la ITPA se asocian con la RVS (Azakami, 2011).

También se presentan dos estudios en pacientes con tratamiento VHC triple: PEG-IFN,
RBV vy telaprevir (TPV). TPV es un inhibidor de la proteasa viral de reciente aprobacion
en USA y Europa. Su eficacia permite alcanzar tasas de RVS superiores al 70%.
A pesar de presentar una RVS muy elevada, los marcadores farmacogenéticos,
polimorfismos de /IL28B, mantienen su poder predictor. El gen de la ITPA se aso-
cia con la presencia de anemia, aunque no se asocia con la RVS. (Chayama, 2011;
Suzuky 2011).

Las siguientes tablas (Tablas B.9-B.14) resumen los resultados de los 6 estudios mas
significativos.

B.10. Nuevos polimorfismos

En junio del 2011 se ha publicado (Tanaka, 2011) un estudio realizado en poblacion
japonesa. Este estudio describe la deteccion de un nuevo SNP mediante GWAS en el
gen DDRGK1, rs11697186. El gen DDRGK1 se localiza en el cromosoma 20 de mane-
ra contigua al gen /TPA. El SNP rs11697186 mostrd una fuerte asociacion con el des-
censo de los recuentos de plaquetas asociados al tratamiento del VHC con PEG-IFN/RBV
(p =8.17 x 109 OR = 4.6). Un andlisis mas detallado con 22 SNPs localizados en una
region de 44,7 kb, que incluye a los genes DDRGK1 e ITPA, mostré que los SNPs
rs11697186 (DDRGK1) y rs1127354 (ITPA) se encuentran en desequilibrio de ligamien-
to. Los genotipos AA/CA rs1127354 ITFA se asociaron de manera independiente con
una mayor reduccion de plaquetas a la semana 4 (p < 0.0001) que el genotipo CC,
junto con una menor reduccion de Hb.
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C. OBJETIVO DE LA TESIS

El objetivos principal de la tesis es valorar si la presencia de determinadas variantes
alélicas a nivel del gen de la IL28B, y de del gen de la ITPA, se asocian con una mejor
respuesta al tratamiento VHC, y con una menor toxicidad al mismo, en pacientes coin-
fectados con el VIH.

Hay datos acerca de la asociacion entre las variantes alélicas del rs12979860 IL28B vy la
RVS al tratamiento del VHC, en pacientes coinfectados (Rallon, 2010; Pineda, 2010).

No obstante no hay datos publicados acerca de la asociacion entre toxicidad por RBV
y las variantes alélicas rs1127354 a nivel del gen de la ITPA, en pacientes coinfectados
con el VIH. Tampoco hay estudios que evalien de manera combinada el efecto de los
dos SNPs (rs12979860- rs1127354) sobre la RVS al tratamiento del VHC, en este tipo
de pacientes VHC-VIH.

La determinacion de estos marcadores farmacogenéticos, y su posible efecto predictor
de la RVS al tratamiento del VHC en pacientes coinfectados por el VIH, constituye el
objetivo principal de esta tesis.

Es prioritario poder trasladar los resultados obtenidos en este trabajo, a la practica
clinica habitual. A la luz de nuestros hallazgos, se propone una aplicacion practica en
el manejo de esos marcadores farmacogenéticos.

En el momento actual, con la aprobacion de los nuevos farmacos para el tratamiento
del VHC, las terapias triples formaran parte de las nuevas opciones terapéuticas a es-
coger para nuestros pacientes.

La inclusion de los marcadores farmacogenéticos en los algoritmos de decision de tra-
tamiento, puede ser de gran ayuda para definir la mejor terapia para cada paciente.

Se trata de intentar poner en marcha una “medicina personalizada”, en que la predis-
posicion genética de cada individuo, cuente a la hora de decidir las mejores opciones
terapéuticas.

El primer paso es demostrar si realmente hay una asociacion entre marcadores farma-
cogenéticos y RVS al tratamiento del VHC. Posteriormente en la discusion se comentan
los resultados, y se propone su inclusion de los marcadores farmacogenéticos en los
algoritmos de decision del tratamiento.

8/
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D. PACIENTES Y METODOS

D.1. Pacientes

Los pacientes incluidos en el estudio se seleccionaron de forma retrospectiva de la
base de datos de pacientes coinfectados VIH/VHC del Hospital de la Santa Creu i
Sant Pau de Barcelona. El periodo de analisis evalud todos los pacientes desde el afo
2003 hasta el ano 2010.

Criterios de seleccion de los pacientes:

D.1.1. Criterios de inclusion

Todos los pacientes son portadores de la infeccion cronica por el VIH y el VHC. La
detecciéon del VHC viene determinada por la presencia de anticuerpos anti-VHC, vy
la presencia de carga viral ARN-VHC, detectable al menos en dos determinaciones,
separadas por seis meses. La presencia del VIH se constata por la presencia de anti-
cuerpos anti-VIH.

Se acepta la inclusion de pacientes con cualquier genotipo VHC.

Solo se incluyeron en el estudio pacientes adultos naives al tratamiento VHC, es decir,
que nunca hubieran realizado tratamiento previo de su hepatitis C.

Todos los pacientes tienen al menos una determinacion previa del grado de fibrosis
hepatica, mediante la realizacion de un fibroscan previa al tratamiento.

Los pacientes iniciaron tratamiento del VHC con interferdn pegilado a-2a ¢ interferdn
pegilado a-2b en dosis estandar (180 ug/semana o 1.5 ug/kg/semana respectivamen-
te, por via subcutanea) mas RBV en dosis ajustada al peso (1000 mg/dia si peso < 75 kg
y 1200 mg/dia si peso > 75 kg).

La duracion inicialmente prevista del tratamiento fue de 48 semanas. Los pacientes con
una reduccion de la carga viral expresada en log del ARN-VHC, menor a 2 log en se-
mana 12 respecto la basal, 0 una carga viral ARN-VHC detectable en semana 24, in-
terrumpieron el tratamiento de forma prematura y fueron considerados como no res-
pondedores. Los pacientes con G3 y RVR cumplieron tan solo 24 semanas de
tratamiento. Los pacientes con G1/4 sin RVR cumplieron 72 semanas de tratamiento.

Se exigié una buena adherencia al tratamiento, evaluada mediante la anamnesis en la
historia clinica de los pacientes. Se exigid como minimo haber cumplido 12 semanas
de tratamiento.

Todos los pacientes debian tener muestras de ADN para el genotipado de los polimor-
fismos a nivel del gen de la IL28B y del gen de la ITPA, y debian haber firmado el
consentimiento para uso de muestras de ADN y de plasma, de acuerdo con las normas
del Comité Etico de nuestro Hospital.
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D.1.2. Criterios de exclusion

No se han incluido los pacientes con un seguimiento menor de 12 semanas. Tampoco
se han incluido pacientes con cualquier comorbilidad hepatica asociada. Los pacientes
con tratamiento TARGA no podian seguir tratamiento

con AZT y/o didanosina. No se incluyeron pacientes con Hb basal por debajo de 11 g/d|,
con plaguetas basales inferiores a 90.000 10*/mm?3 y leucocitos basales inferiores a
2.50010%/mm?e. El minimo recuento basal de linfocitos CD4 exigido fue de 100 cel/mms.

Los pacientes fueron seguidos por sus respectivos médicos segun la pauta habitual de
control: analitica de control con carga viral ARN/VHC a la semana 4, y a la semana 12,
con control cada 12 semanas hasta el final del tratamiento.

Las dosis de RBV se han modificado en funcion de los niveles de Hb. Las pautas
habituales de reduccion de las dosis de Hb son: se ha disminuido 200 mg de RBV
(1 comprimido), cuando la Hb desciende por debajo de 12 g/dl. Cuando el descen-
S0 es por debajo de 10 g/dl se disminuye en 200 mg mas la dosis de RBV. Cuando la
Hb se sitia por debajo de 8 g/dl el tratamiento debe suspenderse.

Tras la primera reduccion de RBY, si los controles de Hb no se controlan de manera ade-
cuada se recomienda habitualmente la administracion de EPO, a dosis de 40.000 U/se-
manales por via subcutanea.

D.2. Medida de parametros analiticos fundamentales

D.2.1. Genotipo VHC

El genotipo del VHC se efectud con una muestra de suero utilizando una técnica de
amplificacion seguida de un método comercial de hibridacion inversa (Versant HCV Ge-
notype 2.0 LiPA assay, Siemens, Barcelona, Espana). Este ensayo emplea la técnica de
RT-PCR (retrotranscripcion y amplificacion) para la formacion de un nimero elevado de
copias de un fragmento de las regiones 5°’UTR y core del ARN del VHC. A continuacion,
los amplicones resultantes se hibridan a sondas de oligonucleétidos inmovilizadas en una
tira de nitrocelulosa, especificas de las regiones antes citadas. La deteccion del hibrido
o hibridos resultantes se efectla por colorimetria. El patron de bandas resultantes se
compara con una plantilla con el fin de saber de que genotipo o subtipo se trata.

D.2.2. Carga viral VHC

La carga viral del VHC se determind por cuantificacion del ARN viral (especificamente
la region 5’UTR del ARN del VHC, que esta altamente conservada) en plasma utilizando
una técnica comercial de PCR a tiempo real (COBAS TagMan 48, Roche, Barcelona,
Espana), con un limite de deteccion de 10 Ul/mL.

La carga viral se cuantificd en el momento basal y en las semanas 4, 12, 24 y 48, asi como
a las 24 semanas después de haber terminado el tratamiento. La presencia de carga viral
VHC negativa en la semana 24 tras la finalizacion del tratamiento define la RVS.
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Tabla D.1. Equivalencias entre fibrosis hepatica (Metavir) y Fibroscan.

Fibrosis Metavir Fibroscan (kPa)
Ausente FO <7,0
Minima F1 <70
Moderada F2 7,1-9,4
Severa F3 9,56-13,9
Cirrosis F4 > 14,0

Adaptado de Castera, 2005.

D.2.3. Carga viral del VIH

La carga viral del VIH se determind en el momento basal, y durante el seguimiento del
tratamiento del VHC. El método realizado fue por cuantificacion del ARN viral en plasma
utilizando una técnica comercial de bDNA (branched DNA assay; Versant VIH-1 RNA v3.0
Siemens, Barcelona, Espana) con un limite de deteccion de 20 copias de ARN-VIH/mL.

D.2.4. Recuento de linfocitos T CD4+

Se determind el porcentaje de linfocitos T CD4+ con respecto al total de linfocitos con
el anticuerpo CD45-FITC-CD4-RD1-CD8-ECD-CD3-PC5 (CYTO-STAT tetraCHROME,
de Beckman Coulter) mediante citometria de flujo (Cytomics FC 500, Beckman Coulter,
Miami, FL). El resultado se expres6 en forma de cifra absoluta de células/uL de sangre
y como porcentaje respecto al total de linfocitos.

D.3. Estudio de la fibrosis hepatica
Fibrosis hepatica
No se exigio la realizacion de la biopsia hepatica, pero si la realizacion de fibroscan.

El grado de fibrosis hepatica se estimd mediante elastometria de transicion (FibroScan®
Echosens, Paris, Francia). Se trata de un método de imagen que que utiliza la vibracion
de baja frecuencia y ultrasonidos para medir la elasticidad hepatica.

Se trata de un método incruento, sencillo de realizar. Precisa un personal formado y
con experiencia.

La elastometria de transicion ha sido validada y aprobada para estimar la fibrosis hepa-
tica en pacientes con infeccion VHC y también en pacientes con coinfeccion VIH/VHC
(de Ledinghen, 2006; Macias, 2008).

La tabla D.1 describe la correlacion entre la medida de la elasticidad hepatica medida con
FibroScan y los distintos estadios de fibrosis obtenidos con biopsia segun la escala
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METAVIR. La cirrosis se definié6 como rigidez del higado > 14.0 Kilopascales, kPa, que
corresponde con un estadio > F4 en la escala Metavir (Castera, 2005).

D.4. Estudio genético

D.4.1. Extraccion de ADN a partir de sangre periférica

La extraccion de ADN de linfocitos a partir de sangre periférica se realiza por el método
de precipitacion salina (salting out procedure) de Miller (Miller, 1988).

El método de precipitacion salina es uno de los métodos de extraccion de ADN mas uti-
lizados por su facil implementacion, por la baja toxicidad de los reactivos y porqué permi-
te la visualizacion del ADN. El ADN obtenido es de elevada pureza con ratios de absor-
bancia 260/280 de 1.8-2.0, que son indicativos de muy baja contaminacion proteica.

D.4.2. Analisis molecular de SNPs con sondas TagMan®

El genotipado de SNPs (single nucleotide polymorphisms) se realiza mediante la técnica
de discriminacién alélica con sondas TagMan®.

La técnica de discriminacion alélica con sondas TagMan® discrimina entre las dos va-
riantes génicas (alelos) de un SNP. Utiliza la actividad 5’ nucleasa de la ADN polimera-
sa, dos primers especificos para amplificar la secuencia que contiene al SNP de estudio,
y dos sondas de hidrdlisis TagMan® especificas de alelo. Cada una de las sondas tiene
un quencher (aceptor de fluorescencia) en su extremo 3’ y un fluorocromo (emisor de
fluorescencia) en el 5’, que es VIC para la sonda que identifica al alelo 1 y FAM para la
sonda que identifica al alelo 2 (Figura D.1).

La amplificacion del fragmento de ADN se realiza mediante PCR (reaccion en cadena
de la polimerasa) a tiempo real con el ABIPrism 7000 Sequence Detection System.
Durante la fase de hibridacion—-extension cada sonda se hibrida de forma especifica
al fragmento de ADN, la ADN polimerasa sintetiza la cadena complementaria y al
llegar al punto en el que la sonda se ha hibridado la degrada, lo que provoca una emi-
sion de fluorescencia debido a que el quencher ya no se encuentra en las proximidades
del fluorocromo. La fluorescencia emitida se detecta mediante una camara CCD.

Esta técnica es Util para estudios que requieren el genotipado de pocos SNPs en mu-
chas muestras.

En la interpretacion de los resultados obtenidos (Figura D.2) es Util disponer de contro-
les internos. Estos son:

— 3 ADNs de los cuales se conoce su genotipo por secuenciacion automatica. El ge-
notipo de los ADNs ha de ser: normal, heterocigoto y homocigoto mutado para el
SNP de estudio

— Un control negativo para descartar posibles contaminaciones. Este consiste en utilizar
agua estéril como muestra
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Figura D.2. Fjemplo de resultado obtenido mediante discriminacion alélica en el ABIPrism 7000
Sequence Detection System. A: Curvas de PCR a tiempo real. B: Diagrama en el que se represen-
ta el resultado en un eje cartesiano. C: Tabla de resultados en la que se indica la fluorescencia.
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Tabla D.2. Secuencia de los primers y tamaros de los fragmentos de PCR (F: forward, R: reverse;
pb. pares de bases).

Gen/dbSNP Primer Secuencia primers 5’ — 3’ Tamano fragmento PCR (pb)
ITPA F ATGAGAAAGGCGGATGACAG | 236
R 3% R CGGCACTTATCAGGGAAACA
ITPA rs7270101 | F AGGTCGTTCAGATTCTAGGAG | 206
R GCCTCCTGACATTTCTGTATG
IL28B F TGGATGGGTACTGGCAGCGC | 247
B °350 R AGGCGCCTCTCCTATGTCAGC

D.4.3. Secuenciacion de controles positivos para los SNPs
de estudio

La técnica de discriminacion alélica con sondas TagMan® requiere de unos controles
positivos validados por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y posterior secuen-
ciacion automatica.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) permite la amplificaciéon selectiva de
regiones especificas del ADN in vitro. A partir de un molde de cadena sencilla la
ADN polimerasa sintetiza la cadena de ADN complementaria. La ADN polimerasa
requiere de unos iniciadores (primers), que son una pareja de oligonucleétidos sin-
téticos complementarios a cada uno de los extremos 3’ del fragmento de ADN a
amplificar.

En el diseno de los primers se utiliza la informacion publicada de los SNPs de estudio
en la base de datos dbSNP (http://www.ncbi.nim.nih.gov/snp). En la tabla D.2 se deta-
llan las secuencias de los primers utilizados.

La PCR consiste en la repeticiéon de un ciclo formado por tres etapas: 1) desnatu-
ralizacion del ADN de doble cadena; 2) hibridacién de los primers al extremo 3’
especifico; 3) elongacion de la cadena a partir del primer por acciéon de la ADN
polimerasa. Las condiciones utilizadas han sido: un ciclo de 94°C 4 minutos, 30
ciclos de 94°C 30 segundos, 60°C 30 segundos, 72°C 30 segundos y una extension
final de 72°C 3 minutos. En la tabla D.2 se especifica el tamano de los fragmentos
amplificados.

A partir del producto de PCR se realiza la reaccion de secuenciacion. Para ello se utiliza
una mezcla de desoxinucledtidos y didesoxinucleétidos marcados con fluorocromos. Los
didesoxinucledtidos se incorporan en lugar de los correspondientes desoxinucleétidos
en cada posicion de la cadena que esta siendo sintetizada. La incorporaciéon de un
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didesoxinucleétido bloquea la elongacion de la cadena, asi se obtienen una serie de
fragmentos de ADN truncados de diferente longitud. La separacion de los diferentes
fragmentos se realiza mediante electroforesis por capilaridad, que se lleva a cabo en un
ABI Prism 3100 genetic analyzer (Applied Biosystems). La utilizacion del marcaje fluo-
rescente permite la deteccion del ADN durante la electroforesis.

D.5. Analisis estadistico

El analisis estadistico se ha realizado con el programa SPSS (V 19.0). (IBM SPSS Inc.,
Chicaco, IL, EEUU). Todos los valores de p fueron bilaterales y se consideraron esta-
disticamente significativos cuando eran inferiores a 0,05.

A través de la inspeccion visual de las tablas de distribucion de frecuencias, se evalud
la existencia de clara anormalidad, tomando logaritmo en las variables mas sesgadas,
permitiendo asi la aproximacion paramétrica para dichas variables.

Las principales caracteristicas de la poblacion de estudio y los diferentes parame-
tros evaluados se expresaron en valores absolutos y porcentajes en el caso de
variables categodricas y en las cuantitativas, se facilitdé el valor medio con su des-
viacion tipica.

ANALISIS UNIVARIADO

Las variables categdricas se compararon entre si con el test chi-cuadrado o test exac-
to de Fischer segun correspondiera, en funcién de la existencia de celdas con baja
frecuencia. Las variables cuantitativas relacionadas con la RVS, se compararon con el
test de “t”.

Las variables categdricas se compararon con un andlisis de la varianza o test de “t”
seguln el numero de grupos a comparar. Las variables cuantitativas se compararon
entre si, mediante el coeficiente de correlacion de Pearson.

ANALISIS MULTIVARIADO

Para analizar la influencia de distintas variables sobre la disminucién de Hb, se realiza-
ron analisis de regresion lineal multiple.

Para analizar la influencia de distintas variables sobre la RVS se realizaron analisis de
regresion logistica.

Todas aquellas variables que en los andlisis bivariantes quedaron con valor significativo
(p < 0.05) fueron incluidas en el analisis multivariante. Se empled el método fordward
para la eleccion de las variables, empleando el test de Hosmer-Lemeshow para la bon-
dad de ajuste y el AUC de la curva ROC como indice de discriminacion.
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E. RESULTADOS

E.1. Poblacién global

En la actualidad en nuestro hospital seguimos a 451 pacientes con la coinfeccion VIH/
VHC. Hasta julio del ano 2011, disponemos de muestra de ADN de 316 pacientes (70%
de la poblacion global) a los que se les ha determinado el genotipo de los genes ITPA
e IL28B.

De un total de 451 pacientes coinfectados, 121 pacientes han sido tratados del VHC
(26% de nuestra poblacion). Definimos como pacientes tratados aquellos que han rea-
lizado como minimo 12 semanas de tratamiento. Hasta el momento disponemos de
muestra de ADN en 73 de los 121 (60%) pacientes tratados (Figura E.1).

Los datos que se presentan en el apartado de resultados de esta tesis se corresponden
a los 73 pacientes coinfectados por VIH-VHC, que han sido tratados por el VHC y de
los que se dispone de datos clinicos y genéticos.

E.2. Cumplimiento del tratamiento

En este estudio se han incluido 73 pacientes, con una media de duracion del tratamien-
to PEF.IFN/RBV de 9,6 + 3,7 (rango: 3-18) meses. De ellos, 56 (76,7 %) completaron al
menos un 80% de la duracion prevista del tratamiento con PEG-INF/RBV. El 23,3% de
pacientes que no completaron el tratamiento lo mantuvieron una media de 5,8 + 1.1
(rango: 3-8) meses.

El cumplimiento del tratamiento fue significativamente mayor en los pacientes con
genotipo 3 del VHC. De los 17 pacientes (23.3%) que no completaron el tratamiento,
todos son portadores del G1/4 del VHC (OR 1,44: 1C95%: 1,21-1,75; P = 0,008).
Tabla E.1.

ESEIEAES

Figura E.1. Pacientes incluidos en la muestra.
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Tabla E.1. Cumplimiento del tratamiento completo y genotipo VHC

Duracion Completa del Total
tratamiento

No Si
GEN VHC Gen 1/4 | Recuento 17 38 55
% 30,9% 69,1% 100,0%
Gen 3 Recuento 0 18 18
% ,0% 100,0% 100,0%
Total Recuento 17 56 73
% 23,3% 76,7% 100,0%

Tabla E.2. Tratamiento completo y RVS

Trata.Comp No Recuento 16 1 17
% 94,1% 5,9% 100,0%

Si Recuento 18 38 56
% 32,1% 67,9% 100,0%

Total Recuento 34 39 73
% 46,6% 53,4% 100,0%

E.2.1. Cumplimiento correcto del tratamiento y RVS

De los 56 pacientes que completaron el tratamiento, 38 (67.9%) consiguieron RVS. Tan
solo un paciente que no completd el tratamiento alcanzd RVS (OR 33,778; 1C95%:
4,150-274,920; p = 0.001).Tabla E.2.

E.3. estudio bivariado de la respuesta virica sostenida (RVS)
En este apartado analizamos los resultados obtenidos de RVS en funcion de:
1. el polimorfismo rs12979860 (C>T) del gen IL28B

el polimorfismo rs1127354 del gen ITPA

el genotipo del VHC

la carga viral basal VHC

o~ N

la presencia de cirrosis
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Tabla E.3. Comparacion de los genotipos rs12979860 IL28B en la poblacion global VHC/VIH vs la
muestra estudiada

IL28B rs12979860

C/T
No tratados 113 105 25 243
% 468,7% 43,4% 9,9% 100,0%
Tratados 30 36 7 73
% 41.1% 47,9% 11% 100,0%
Total Recuento 143 141 32 316
% 45,7% 44,4% 9,8% 100,0%

6. el sexo, la edad y el IMC

7. la respuesta viral rapida (RVR): aquellos pacientes que presentan carga viral VHC
indetectable tras solo 4 semanas de tratamiento

8. la modificacion de las dosis de RBV secundarias a la presencia de anemia

E.3.1. Genotipo rs12979860 1L28B y RVS

E.3.1.1. CARACTERIZACION DE LA MUESTRA EN FUNCION DEL GENOTIPO
rs12979860 1L28B

La distribucion de las variantes alélicas rs12979860/L28B de los 73 pacientes que de-
finen la poblacion analizada en este trabajo es exactamente igual que la de la poblacion
total de pacientes coinfectados. Por lo tanto no existe un sesgo de seleccion de la
muestra (p = 0,7). Tabla E.3.

Como se ha citado previamente, el genotipo para rs12979860 /IL28B puede ser: homo-
cigoto normal CC, heterocigoto CT y homocigoto mutado TT. El andlisis estadistico se
realizara comparando a los pacientes con genotipo CC, considerado como genotipo
protector (favorece la RVS), frente a los pacientes portadores del alelo T, heterocigoto
CT y homocigoto mutado TT, de manera conjunta.

Los datos basales de los 73 pacientes estudiados se incluyen en la tabla E.4. Se com-
para las dos poblaciones analizadas: genotipo CC vs genotipo CT/TT, mostrando la
existencia de diferencias significativas entre las dos poblaciones.

Un andlisis pormencrizado de los datos basales nos muestra que las dos poblaciones
comparadas no presentan diferencias significativas en cuanto a los multiples datos analiza-
dos. Solo hay una excepcion: la variante alélica CC se asocia con la presencia del G3 VHC
(66,7% en G3 vs 32,7% en G1/4; OR 4,1; 1C95%:1,32-12,73; p = 0,014). Tabla E.5.
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Tabla E.4. Datos basales de la poblacion en funcion del genotipo CC vs CT/TT del rs12979860

IL28B
Poblacion total CC CT/TT P

N 73 30 (41,1%) 43 (568,9%)
Edad (anos) 46,82 46,90 46,77 0,92
Varones n(%) 43(58%) 22 (73,8%) 21 (48,8%) | 0,53
IMC (kg/m?) 22,86 22,61 23,02 0,69
Afos evolucion VIH 15,89 15,00 16., 4 0,30
Transmision VIH 0,54
MsM (%) 11 (15,16) 3(10,00) 8(18,65)
HTSX (%) 20 (27,47) 8(26,00) 12(27,98)
ADVP (%) 42 (57,57) 19(63,36) 23(583,55)
Nadir CD4 (cells/mm?) 223,95 235,19 214,47 0,63
CD4 Actuales (cel/mm?3) 513,73 497 17 526,70 0,64
Zenit CV VIH (log,, copias/ml) 5,24 5,10 5,60 0,09
CV VIH Actual (log,, copias/ml) 4,35 4,67 3,34 0,30
Tratamiento TARGA (%) 86,7 93,3 81,4 0,18
Tratamiento VHC completo (%) 76,7 86,7 69,8 0,15
Cirrosis (%) 30,1 30,0 30,2 1
Fibroscan (kPa) 10,78 11,25 10,46 0,78
Genotipo VHC (1&4/3) (%) 55/18 (75,3/24,7) | 18/12(60/40) | 37/6(86/14) | 0,01
Carga viral Basal VHC (log 1U/ml) 6,13 6,01 6,21 0,22
ALT basal (IU/)) 63,62 74,37 55,13 0,08
Plaguetas basales(x 10%/mm3) 162,84 163,67 162,54 0,87
Leucocitos basales(x 104/mm?) 5,41 5,33 5,47 0,67
Bilirrubina actual (umol/L) 10,77 10,39 11,09 0,72
Albumina (g/L) 43,45 43,72 43,22 0,67
Genotipos rsb4 ITPA 0,37
CC, n(%) 59 (80,89) 26(86,71) 33(76,70)
CA + AAN(%) 14(19,28) 4(13,31) 10(23,34)
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Tabla E.5. Presencia de los genotipos CC/CT/TT en funcion del genotipo VHC
rs12979860 1L28B

CT/TT CC
GEN VHC Gen 1/4 Recuento 37 18 55
% 67,3% 32,7% 100,0%
Gen 3 Recuento 6 12 18
% 33,3% 66,7% 100,0%
Total Recuento 43 30 73
% 58,9% 41,1% 100,0%

Tabla E.6. RVS en funcion de los genotipos CC/CT-TT del rs12979860 1.28B

rs12979860 IL.28B CT/TT | Recuento 25 18 43
% 58,1% 41,9% 100,0%

CC Recuento 9 21 30
% 30,0% 70,0% 100,0%

Total Recuento 34 39 73
% 46,6% 53,4% 100,0%

E.3.1.2. INFLUENCIA DE LAS VARIANTES ALELICAS DE Rs12979860 1L.28B

(CC vs CT/TT) EN LA RVS

El estudio bivariado muestra asociacion entre la presencia del genotipo CC del rs12979860
y la RVS. Los resultados globales de RVS en nuestra poblacion son del 53,4% (39/73).
En pacientes con genotipo CC la RVS incrementa hasta el 70%. En los pacientes con
genotipo rs12979860 TT/CT la RVS, tan solo es del 41.9%. (OR 3.24; 1C95% 1,20-8,70;
p = 0.031). Tabla E.6.

E.3.2. Influencia del genotipo rs1127354 ITPA (CC vs CA/AA)
en la RVS

La RVS se asocia con la presencia del genotipo CA/AA del gen de la ITPA. El genotipo
para rs1127354 ITPA puede ser: homocigoto normal CC, heterocigoto CA y homocigo-
to mutado AA. El analisis estadistico se realizarda comparando a los pacientes con
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Tabla E.7. RVS en funcion de los genotipos CC/CA-AA del rs1127354 [TPA

rs1127354 CC Recuento 31 28 59
% 52,5% 47,5% 100,0%

CA/AA Recuento 8 11 14
% 21,4% 78,6% 100,0%

Total Recuento 34 39 73
% 46,6% 53,4% 100,0%

genotipo CC frente a los pacientes portadores del alelo A minoritario (heterocigoto CA
y homocigoto mutado AA).

En los portadores del alelo A el porcentaje de RVS es del 78,6% (11/14). En los pa-
cientes con genotipo CC la RVS es del 47,5% (28/59) (OR: 4,060; 1C95% 1,026-16,057;
p = 0,042).Tabla E.7.

E.3.3. Influencia del genotipo VHC en la RVS

En los pacientes con genotipo 3, se consiguidé un 88,9% de RVS (16/18). En los pa-
cientes con genotipo 1y 4 la RVS es del 41,8% (23/55) (OR: 11,130; IC95% 2,328-
53,210; p = 0.001). (Tabla E.8).

Sobre el total de la poblacion la presencia de G3 es del 24,7%. Del global de pacientes
con RVS (39/73): 23/39 (569%) son G1/4, y 16/39 (41%) son G3.

Tabla E.8. GEN VHC y RVS

Si
genotipo | Gen 1/4 Recuento 32 23 615
VHC % 58,2% 41,8% 100,0%
Gen 3 Recuento 2 16 18
% 11,1% 88,9% 100,0%
Total Recuento 34 39 73
% 46,6% 53,4% 100,0%
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Tabla E.9. Carga viral ARN-VHC basal y RVS

CV VHC | Carga viral alta Recuento 25 24 49
% 51,0% 49,0% 100,0%

Carga viral baja Recuento 9 15 24
% 37,5% 62,5% 100,0%

Total Recuento 34 39 73
% 46,6% 53,4% 100,0%

E.3.4. Influencia de la carga viral basal ARN-VHC en la RVS

Los pacientes con RVS presentaban una carga viral ARN-VHC basal significativamente
mas baja que los pacientes sin RVS: la CV VHC basal media en pacientes con RVS fue
de 5,9 + 0,59 log vs 6,3 + 0,67 log en los pacientes sin RVS (p = 0,038).

Para poder realizar un estudio cualitativo hemos dividido la carga viral ARN-VHC basal
en dos grupos:

1. definimos a los pacientes con una carga viral basal baja a aquellos con valores por
debajo de 800.000 UI/mL (< 5,9 log).

2. los pacientes con carga viral basal alta se situan con valores RNA-VHC por encima
de 800.000 UI/mL (> 6 log).

Al comparar la RVS en estas dos muestras no encontramos diferencias estadisticamen-
te significativas, a pesar de que la diferencia porcentual de RVS entre ambos grupos
es del 23,5% (OR 1,736; 1C95%: 0,640-4,711; p = 0,32). Tabla E.9.

E.3.5. Influencia de la presencia de cirrosis en la RVS

La RVS se da en un 53,4% de los pacientes. La RVS se da en un porcentaje mayor de
pacientes sin cirrosis hepatica (CH): 54,9 % sin CH vs 50% con CH, aungue sin diferen-
cias estadisticamente significativas (OR 0,82; IC95% 0,30-2,23; p = 0,8). Tabla E.10.

E.3.6. Influencia del sexo, la edad y el IMC en la RVS

Al comparar la presencia de RVS en funcion del sexo no se han hallado diferencias
estadisticamente significativas. (OR: 0,8; 1C95% 0,31-2,36; p = 0,81). Tabla E.11.

La edad media de los pacientes con RVS es de 46,77 + 4,08 anos vs 46,99 + 6,7
anos de los pacientes que no consiguen RVS (p = 0,9). El IMC es de 22,80 + 4,98
para pacientes con RVS, y de 22,93 + 3,14 para los pacientes que no consiguen
RVS (p = 0,9)
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Tabla E.10. RVS en funcion de la presencia de cirrosis

Tesis Doctoral

Cirrosis No Recuento 23 28 Bl
% 45,1% 54,9% 100,0%

Si Recuento 11 11 22
% 50,0% 50,0% 100,0%

Total Recuento 34 39 73
% 46,6% 53,4% 100,0%

Tabla E.11. Influencia del sexo en la RVS.

Sexo Mujer Recuento 13 17 30
% 43,3% 56,7% 100,0%

Hombre Recuento 21 22 43
% 48,8% 51,2% 100,0%

Total Recuento 34 39 73
% 46,6% 53,4% 100,0%

E.3.7. Influencia de la RVR en la RVS

22/73 (80,1%) pacientes consiguen negativizar la carga viral VHC tras las primeras
4 semanas de tratamiento, lo que denominamos RVR. De los 22 pacientes con CV
negativa a la semana 4, 20 (90%), presentan RVS (OR: 16,84; 1C95% 3,53-80,18;
p < 0,0001). Tabla E.12.

Al analizar la RVR en funcién de los genotipos rs12979860 /L28B, detectamos una
asociacion significativa entre la RVR y la variante alélica CC (OR: 2,88, 1C95% 1,03-8,09;
p = 0,037). Tabla E.13. No se objetiva asociacion entre la RVR vy las variantes alélicas
rs1127354 en el gen de la ITPA.

La RVR también se asocia de manera significativa con la presencia del G3 vs G1/4
(65,6 vs 21,8%; OR 4,47; 1C95% 1,44-13,84; p = 0,01). No existe asociacion entre la
carga viral basal VHC, la edad y sexo, la presencia de cirrosis, el IMC con la adquisicion
de la RVR.
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Tabla E12. Relacion entre la RVR y la RVS

José Maria GUARDIOLA TEY

RVS Total
[\ [o) Si

RVR No Recuento 32 19 51
% 62,7% 37,3% 100,0%

Si Recuento 2 20 22
% 9,1% 90,9% 100,0%

Total Recuento 34 39 73
% dentro de RVR 46,6% 53,4% 100,0%

Tabla E.13. Asociacion entre la RVR y los genotipos rs12979860 IL28B
rs12979860 /L28B

CT/TT CcC
RVR No Recuento 34 17 51
% 66,7% 33,3% 100,0%
Si Recuento 9 13 22
% 40,9% 59,1% 100,0%
Total Recuento 43 30 73
% dentro de RVR 58,9% 41,1% 100,0%

E.3.8. Modificacion de la dosis de RBV y RVS

Los pacientes que precisan reducir las dosis de RBV debido a la anemia presentan un
menor porcentaje de RVS (OR: 3,87; 1IC95% 1,38-10,86: p = 0,008). Tabla E.14.

E.4. Analisis Multivariado

Se ha realizado el andlisis multivariado con aquellas variables que han mostrado signi-
ficacion estadistica en el analisis bivariado: el polimorfismo rs1127354 ITPA (CC vs AC/
AA), el polimorfismo rs12979860 /IL28B (CC vs CT/TT), el genotipo viral VHC (G3 vs
G1/4), la carga viral basal VHC expresada en escala logaritmica, la RVR, y la modifica-
cion de las dosis de RBV.

No se ha incluido en el estudio multivariante la presencia de cirrosis, la edad, el sexo,
ni el IMC, ya que no muestran asociacion estadisticamente significativa en el estudio
univariado.
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Tabla E14. Relacion entre la RVS y la disminucion de las dosis de RBV

RVS
No

Ajuste RBV No Recuento 17 Sil 48
% 35,4% 64,6% 100,0%

Si Recuento 17 8 25
% 68,0% 32,0% 100,0%

Total Recuento 34 39 73
% dentro de ajuste RBV 46,6% 53,4% 100,0%

La bondad de ajuste del modelo final se ha evaluado mediante el test de Hosmer-Le-
meshow. El poder discriminador de las variables analizadas se ha evaluado calculando
el AUC de la curva ROC.

E.4.1. Estudio multivariado de la RVS incluyendo seis variables

En este analisis multivariado se estudian 66 de los 73 pacientes, ya que se han perdido
siete pacientes de los cuales no tenemos la carga viral VHC basal.

En el andlisis entre las seis variables seleccionadas, la modificacion de la dosis de RBV
(OR: 3,99; 1C95%: 1,08-14,75; p = 0,038), el genotipo VHC (OR: 7,14; 1C95% 1,14-
40,00; p = 0,035) y la presencia de RVR (OR: 10,41; 1C95%: 1,96-55,55; p = 0,006),
se muestran como factores predictivos independientes asociados a la RVS.

E.4.2. Estudio multivariado de la RVS incluyendo cinco variables

Para incluir los 73 pacientes se ha realizado un estudio multivariado en el que se ha
eliminado la variable carga viral VHC basal. Por lo tanto se consideran las tres variables
relacionadas con la variabilidad gendmica (dos del en el genoma del paciente, y una en
el genoma del virus): el polimorfismo rs1127354 ITPA (CC vs CA/AA), el polimorfismo
rs12979860 IL28B (CC vs CT/TT) y el genactipo viral VHC (G3 vs G1/4). Las otras dos
variables son la RVR y la modificacion de las dosis de RBV.

Nuevamente, la RVR (OR: 13,33; 1C95%: 2,56-71,42; p = 0,002) es el dato analitico
con mayor peso en el analisis multivariado. La influencia del genotipo viral VHC (OR:
8,33; IC95% 1,40-43,78; p = 0,019) y la modificacion en las dosis de RBV (OR: 3,62;
IC95%: 1,02-12,84; p = 0,046) son factor es independientes asociado a la RVS. Las
variantes alélicas analizadas, tanto en el gen de la /TPA como en el gen de la IL28B, no
alcanzan significacion estadistica en el analisis multivariado.
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Las tres variables independientes relacionadas con la RVS obtenidas en el estudio mul-
tivariado tienen un peso indiscutible. No obstante, para analizar el peso de las variables
farmacogenéticas prescindiremos de estas tres variables en los analisis sucesivos.
Prescindiremos de la RVR ya que se trata de un factor predictivo relacionado con el
tratamiento, mientras este se administra. Es decir, no se trata de un factor predictivo
basal. Lo mismo sucede con la modificacion de las dosis de RBV. De la misma mane-
ra que no hemos incluido en el analisis multivariado la variable “buen cumplimiento”, a
partir de ahora prescindiremos de la variable RVR y de la variable “modificacion de las
dosis de RBV”.

Por otro lado, dada la significativa asociacion entre los pacientes con G3 del VHC y la
presencia de la variante alélica CC del rs12979860 /L28B, parece oportuno analizar solo
uno de estos dos parametros.

E.4.3. Estudio multivariado de la RVS incluyendo dos variables
farmacogenéticas

El estudio multivariado con 66 pacientes, en el que se incluyen las dos variables farma-
cogeneticas y la carga viral basal VHC, no acepta la carga viral basal como factor in-
dependiente asociado a la RVS.

Se ha realizado el andlisis multivariado en toda la poblacion (73 pacientes) consideran-
do Unicamente las dos variables farmacogenéticas, el polimorfismo rs1127354 ITPA (CC
vs AC/AA) y el polimorfismo rs12979860 IL28B (CC vs CT/TT). Los resultados muestran
que la combinacion de los dos polimorfismos se asocia de manera significativa con la
RVS. La OR para el genotipo protector CC, de rs12979860 /IL28B es de 4,17 (1IC95%
4,14-4,20; p = 0,008). Y para el genotipo protector CA/AA de rs1127354 [TFA la OR
es del 5,71 (IC95% 5,66-5,76; p = 0,019).

E.4.4. Estudio multivariado de la RVS incluyendo dos variables
farmacogenéticas en los pacientes con genotipo viral VHC 1/4

Para evitar la influencia del genotipo viral del VHC, se han analizado Unicamente los
pacientes con genotipo 1/4. Es decir, hemos eliminado los pacientes con G3, que pre-
sentan una respuesta viral sostenida mayor del 80% y que ademas se asocian de
manera significativa con la variante alélica CC rs12979860 /L28B. La “n” muestral re-
sultante es de 55 pacientes.

Un primer estudio bivariado analiza la influencia de las variantes alélicas del polimorfis-
mo rs12979860 /L28B sobre la RVS. Un porcentaje significativamente mayor de pacien-
tes con genotipo CC presenta RVS (OR 3.27; 1C95% 1.05-110.56; p = 0,04). El geno-
tipo CC es un factor prondstico de buena respuesta. Tabla E.15.

Un segundo andlisis bivariado evalla la influencia de las variantes rs1127354 ITPA
sobre la RVS, solo en la poblacién con G1/4. En pacientes con el alelo protector del
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Tabla E15. RVS en funcion de los genotipos CC/CT-TT del rs12979860 IL28B, en pacientes con
genotipo 1/4 del VHC

RVS Total
No Si
rs12979860 CT/TT Recuento 25 12 37
% 67,6% 32,4% 100,0%
CC Recuento 7 11 18
% 38,9% 61,1% 100,0%
Total Recuento 32 23 65
% 58,2% 41,8 100,0

polimorfismo rs1127354 ITPA (CA/AA) la RVS llega hasta el 66%. Los resultados mues-
tran una tendencia clara, con una diferencia porcentual de RVS del 28,6%, a favor de
los genotipos portadores del alelo “A”, aunque no se alcanza significacion estadistica
(OR: 3,41 IC 95%: 0,75-15,43; p = 0,1), probablemente debido al tamafio de muestra.
Tabla E.16.

El analisis multivariado de los 55 pacientes con G1/4, incluye la presencia del genotipo
CA/AA a nivel del gen de la ITFA, y también el gen de la IL28B. Ser portador de la
variante CC del rs12979860 en el gen de la IL28B es un factor independiente de bue-
na respuesta (OR: 3,27; IC 95% 1,01-10,56; p = 0.047), por encima del gen de la ITPA,
que -sin lograr una significacion estadistica- si muestra una clara tendencia respecto a
la RVS. (p = 0.052).

Tabla E16. RVS en funcion de los genotipos CC/CA-AA del rs1127354 ITPA (Poblacion de pacien-
tes con G1/4)

ITPA rs C/C Recuento 29 17 46
1127354 % 63,0% 37,0% 100,0%

C/A Recuento S 6 9
% 33,3% 66,7% 100,0%

Total Recuento 32 23 55
% 58,2% 41,8% 100,0%
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E.4.5. Analisis final sobre los factores que afectan a la RVS

La bondad de ajuste del modelo final se ha evaluado mediante el test de Hosmer-Le-
meshow. La p = 0,80 en este analisis confirma como 6ptimo el modelo final.

Como resumen de estos datos podemos concluir que tanto el /IL28B como el [TPA
estan relacionados con la RVS. El indice de discriminacion de las dos variables farma-
cogenéticas aceptadas en este modelo ha sido de 0,70 (0,58-0,82) (area bajo la curva
de la curva ROC) siendo claramente significativo (p = 0,003).

Es importante aclarar que el gen de la /IL28B tiene un mayor peso como factor predic-
tor de la RVS, situandose por encima del gen de la /TPA. Ello se deduce al calcular el
indice de discriminacion, tras realizar la curva ROC, aportando tan solo los datos del gen
de la ITPA: es de 0,58 (IC95%: 0,42-0,74) sin mostrar significacion estadistica (p = 0,2).
El indice de discriminacion tras realizar la curva ROC, aportando tan solo los datos del
gen de la IL28B es de 0,63 (IC95% 0.50-0,76; p = 0,02).

Tras los multiples analisis realizados podemos concluir que el factor que mas se asocia
con la RVS es la presencia de una RVR y del G3 VHC. También se asocian de manera
significativa con la RVS las variantes alélicas protectoras del gen de la ITPA y del gen
de la IL28B, con los matices ya comentados y que se detallan en la discusion.

E.5. Estudio de la anemia asociada al tratamiento del VHC

E.5.1. Caracterizacion de la muestra en funcion del polimorfismo
rs1127354 ITPA

Las caracteristicas basales de la poblacion, asi como los datos agrupados segun el
genotipo de rs1127354 ITFA, se muestran en la siguiente tabla (E.17).

Al comparar las dos poblaciones no se encuentran diferencias estadisticamente signifi-
cativas, exceptuando la diferencia objetivada a nivel de las plaquetas basales. La dife-
rencia en las plaguetas basales se halla en cualquier caso en rangos que caen en su
mayoria dentro de la normalidad.

Los porcentajes de los genotipos CC y CA/AA para rs1127354/TPA fueron del 80,8%
y del 19,2%, respectivamente. Las frecuencias del polimorfismo en los pacientes ana-
lizados en este estudio no difieren de las frecuencias objetivados en la poblacion com-
pleta de todos los pacientes co-infectados VIH/VHC analizados en nuestro hospital. (OR
1,5; 1C95% 0.8-2.9; p = 0.18). Por lo tanto, no existe sesgo en la eleccion de la cohor-
te analizada. Tabla E.18.

E.5.2. Caracterizacion de la muestra en funcion del polimorfismo
rs7270101 ITPA

Las caracteristicas basales de la poblacion global, comparandola con los genotipos para
rs7270101 ITPA, se muestran en la siguiente tabla (E.19).
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Tabla E.17. Pacientes incluidos en el estudio. Comparacion entre las caracteristicas basales y os

genotipos CC y CA/AA a nivel del rs1127354 [TPA

Tesis Doctoral

Total CC (67.V/.V: P

N(%) 73 (100) 59 (80,8) 14 (19,2)
Edad (afios) 46,82 46,75 47,14 0,80
Varones n(%) 43 (58,9) 35 (59,3) 8 (67,1) 1,00
IMC (kg/m2) 22,86 22,60 23,88 0,31
Afos evolucion VIH 15,89 15,98 15,50 0,81
Transmision VIH 0,40
MsM (%) 11 (15,1) 8 (18,6) 3 (21,4)
HTSX (%) 20 (27,4) 18 (30,5) 2 (14,3)
ADVP (%) 42 (57,5) 33 (55,9) 9 (64,3)
Nadir CD4 (células/mm?) 223,95 211,45 271,37 0,26
CD4 Actuales (cel/mm?3) 518,73 515,75 505,24 0,89
Zenit GV VIH (log,, copias/ml) 5,24 5,13 5,48 0,16
CV VIH Actual (log,, copias/ml) 4,35 4,45 1,27 0,60
Carga viral VIH <19(%) 58 (79,4) 46 (77,9) 12 (85,7) 0,77
Tratamiento TARGA (%) 86,7 84,7 92,9 0,67
Afos evolucion VHC 15,26 15,98 15,50 0,86
Genotipo VHC (1&4/3) (%) 55/18 46/13 9/5 0,31

(75,3/24,7) (78,0/22,3) (64,3/35,7)
Cirrosis (%) 30,1 32,2 21,4 0,32
Fibroscan (Kpa) 10,78 10,08 13,76 0,29
Tratamiento VHC completo (%) 76,7 72,99 92,9 0,16
ALT basal (IU/)) 63,62 62,39 68,36 0,28
Hb basal (g/dl) 14,4 14,6 13,9 0,15
Hb basal <13 g/dl (%) 12(16,4) 8(13,6) 4(28,6) 0,44
Plaquetas basales(x 10%/mm?) 162,84 157,93 183,93 0,048
Leucocitos basales(x 10%/mm?) 5.416 5.380 5.568 0,65
Bilirrubina actual (umol/L) 10,77 10,71 11,00 0,90
Albumina (g/L) 43,45 44,00 41,19 0,05
Carga Viral Basal VHC (log 1U/ml) 6,13 6,17 5,97 0,31
Genotipos rs60 IL.28B 0,52
CC, n(%) 30 (41,4) 26 (44,1) 4 (28,6)
CT + TT,n(%) 43 (58,9) 33 (55,9) 10 (58,9)
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Tabla E18. Comparacion ente los porcentajes de los genotipos de rs1127354 [TPA entre el total de
la poblacion y la poblacion estudiada.

rs1127354
CcC (67.V/.V:

Pacientes del estudio n 59 14 73
% 80,8% 19,2% 100,0%

Pacientes del estudio n 178 65 243
% 73,1% 26,9% 100,0%

Numero total de pacientes Recuento 273 79 316
% 74,6% 25,4% 100,0%

Las frecuencias de los genotipos AA y AC/CC fueron del 75,3% y del 24,7%, respec-
tivamente. Las frecuencias son similares a las de la poblacion con todos los pacientes
coinfectados VIH/VHC: OR = 1.1; 95% IC: 0.6-2.02, p = 0.7. Tabla E.20.

Los datos acerca de la RVS ya se han analizado en el apartado previo, donde se hace
especial mencion a las variantes genéticas. En resumen podemos confirmar que el
analisis univariado y multivariado confirman la presencia de variantes alélicas que se
asocian con la respuesta viral sostenida, tanto a nivel del gen de la ITPA como a nivel
del gen de la IL28B.

E.5.3. Influencia del polimorfismo rs1127354 ITPA en el descenso
de los niveles de Hemoglobina (Hb) durante el tratamiento con

PEG-IFN mas RBV

El descenso global de Hb se ha calculado restando del valor de la Hb basal, el valor
de la Hb mas baja durante todo el tratamiento, para cada paciente. La media del des-
censo maximo de Hb para el genotipo CC rs1127354 se produce en la semana 27, y
es de 4,03 + 1,838 g/dl ; para los genotipos CA/AA, el descenso medio maximo de Hb
se produce en la semana 30, siendo de 2,66 + 1,09 g/dl (p = 0,009).

Al analizar el descenso de la Hb global en porcentaje, las diferencias todavia son ma-
yores: el descenso porcentual de Hb es de un 11,91 + 5,25 % en los pacientes con
genotipo CA/AA vs un 23,38 + 10,82% en los pacientes portadores del genotipo CC
(p < 0,001). (Figura E.2).

Al analizar el descenso de Hb en la semana 12 de tratamiento, también objetivamos
diferencias significativas entre las variantes alélicas analizadas. Los datos analizados se
resumen en la tabla E.21.
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Tabla E.19. Pacientes incluidos en el estudio. Comparacion entre las caracteristicas basales y os
genotipos AA y AC/AA a nivel del rs7270101 ITPA

Poblacién total JAVAY AC/CC o}
N (%) 73 55 (75,3) 18 (24,7)
Edad (afos) 46,82 46,91 46,56 0,81
Varones n (%) 43(58,9) 34(61,8) 9(50,0) 0,41
IMC (kg/m?) 22,86 23,50 20,90 0,02
Afios evol VIH 15,89 15,75 16,24 0,78
Transmision VIH 0,1
MsM (%) 11 (15,1) 18,2 5,6
HTSX (%) 20 (27,4) 30,9 16,7
ADVP (%) 42 (57,5) 50,9 77,8
Nadir CD4 (células/mm3) 223,95 232,86 200,00 0,49
Tratamiento TARGA (%) 86,7 83,6 94,4 0,43
CD4 Actuales (cel/mm3) &18,73 500,94 547,83 0,51
Zenit GV VIH (log,, copias/ml) 5,24 5,30 5,04 0,42
CV VIH Actual (log,, copias/ml) 4,35 4,49 1,49 0,50
Afos evolucion VHC 15,26 14,93 16,13 0,48
Tratamiento VHC completo (%) 76,7 74,5 83,3 0,53
Genotipo VHC (184/3) (%) 55/18 43/12 12/6 0,35

(75,3/24,7) (78,3/21,8) (66,7/33,3)

Cirrosis (%) 30,1 273 38,9 0,38
Fibroscan (Kpa) 10,78 10,88 10,49 0,90
ALT basal (IU/)) 63,62 64,78 60,39 0,73
Plaquetas basales(x 10%/mm?) 162,84 165,05 149,18 0,52
Leucocitos basales(x 10*/mm?) 5.416 5.426 5.383 0,91
Bilirrubina actual (umol/L) 10,77 10,89 10,47 0,85
Albumina (g/L) 43,45 43,18 4415 0,46
Carga Viral Basal VHC (log 1U/ml) 6,13 6,12 6,16 0,83
Genotipos rs60 IL.28B 0,78
CC, n(%) 30 (41,4) 22(40,0) 8(44,4)
CT + TT,n(%) 43(58,9) 33(60,0) 10(55,6)
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Tabla E.20. Comparacion ente las frecuencias de los genotipos para el polimorfismo rs7270101
ITPA entre el total de la poblacion y la poblacion estudiada

rs7270101
AA AC/CC

Pacientes del estudio N 58 18 73
% 75,3% 24,7% 100,0%

Resto de pacientes Recuento 178 65 243
% 73,1% 26,9% 100,0%

NuUmero total de pacientes Recuento 233 83 316
% 73,5% 26,5% 100,0%

La figura E.3 muestra el descenso de la hemoglobina expresada en porcentaje a lo
largo del tratamiento en los 59 pacientes con genotipo CC, comparado con los 14 pa-
cientes con genotipo CA/AA. En la semana 4, el descenso de Hb en los pacientes con
genotipo CC fue del -18,1% (95% IC: -25,0 a-9,7%) y del -4,2% (95% IC: -8,8 a -2,2%)
en los pacientes con genotipo CA/AA (p = 0,0003).

En la semana 12, el descenso de Hb fue del -23,2% (95% IC: -29,6 a -16,4%) en
pacientes con genotipo CC y del -11,9% (95% IC: -16,7% a -5,6%) en aquellos pa-
cientes con genotipo CA/AA (p < 0.0001). En la semana 36, los descensos de Hb
fueron del -20,0% (95% IC: -28,7 a -8,8%) en pacientes con genotipo CC y del -6,9%
(95% IC: -17,0% a -0,7%) en aquellos con genotipo CA/AA (p = 0,0102). En la se-
mana 48, los descensos fueron del -16,6% (95% IC: -25,9 a -3,2%) y del -15,3%
(95% IC: -20,7 a -2,5%) (p = 0,6421), para los portadores de los genotipos CC y CA/AA
respectivamente.

Descenso porcentual de Hb

25 4 dﬂ [EA-K |

= | .
4 Figura E.2. Descenso porcentual
< 1| 1191 maximo de Hb, durante todo el tra-
g i tamiento. Comparacion entre geno-
E [ tipos CC vs CA/AA. Se calcula res-
5 | tando el descenso maximo de Hb
| de la Hb basal. El resultado se mul-
L tiolica por 100 y se divide por la Hb

ACIAA

basal.
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Tabla E.21. Variacion de la Hb en funcion de las variantes alélicas del polimorfismo rs1127354
[TPA.

rs1127354 \| Media Desviacion

tipica

1. Descenso maximo (g/dl) CA/AA 14 2,66 1,09

CC 59 4,08 1,83 0,009
2. Semana descenso maximo CA/AA 14 30,00 9,11

CC 59 27,24 14,59 0,50
3. Descenso maximo % CA/AA 14 11,91 5,25

CC 59 23,38 10,82 < 0,001
4. Hb semana 12 (g/dl) CA/AA 14 12,25 1,46

CC 59 11,24 1,72 0,036
5. Descenso Hb S.12 (g/dl) AC/AA 14 1,65 75

CcC 59 3,49 1,77 < 0,001
6. Descenso % Hb en la S.12 CA/AA 14 11,91 5,26

CcC 59 23,29 11,07 < 0,001

Descenso maximo. Se calcula la Hb mas baja objetivada durante todo el seguimiento. Se resta respecto de
la Hb basal. 2. Semana en la que se ha determinado el descenso mayor de Hb. 3. Descenso maximo x
100/Hb basal. 4. Hb objetivada a la semana 12.5. Hb basal menos la Hb en la semana 12. 6. Descenso
en la S12x100/Hb basal.

= 0 ~B-CARA |

W

- Figura E.3. Disminucion del la Hb

en porcentaje, en funcion de las va-

riantes alélicas del gen en el gen de
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Si comparamos el porcentaje de pacientes con un descenso de Hb > 3 g/dl en funcién
de las variantes alélicas, en el transcurso del tratamiento, encontramos diferencias es-
tadisticamente significativas en todos los puntos de corte analizados, excepto en la
semana 48. (Figura E.4).

E.5.4. Influencia del polimorfismo rs7270101 ITPA en el descenso
de los niveles de Hemoglobina (Hb) durante el tratamiento con

PEG-IFN mas RBV

Al analizar la influencia de las variantes alélicas del polimorfismo rs7270101 del gen ITPA
en los niveles de Hemoglobina, no encontramos ningun tipo de asociacion significativa.
Es por ello que no se han analizado mas aspectos relacionados con este polimorfismo.
Tabla E.22.

E.5.5. Influencia del genotipo rs1127354 ITPA en la modificacion

de las dosis de RBV durante el tratamiento con PEG-IFN mas RBV

En el transcurso del tratamiento 25 pacientes (34,2%) han tenido que reducir la dosis de
RBV en > 200 mg debido al descenso de los niveles de Hb por debajo de 12 g/dl.

La proporcion de los pacientes que recibieron dosis completas de RBV fue diferente
entre los genotipos CA/AA y CC. (100% vs 57,6%, OR = 11.81; 95%Cl: 1.45-256.17,
p = 0.0039). Ninguno de los portadores del genotipo CA/AA tuvo que modificar las
dosis de RBV. Tabla E.23.

Para evaluar si el genotipo CA/AA tiene influencia en la RVS, independientemente de
las dosis de RBY, se ha realizado un analisis en los 48 pacientes que no han precisado
reduccion de la dosis de RBV. Globalmente la RVS es del 64%. Los porcentajes de RVS
de los dos genotipos (CC y CA/AA) de rs1127354 es similar, aunque hay un porcentaje
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Tabla E.22. Variaciones de Hb y variantes alélicas del rs7270101 del gen de la ITPA

ITPA \| Media Desviacion tip. o)
rs7270101

1. Descenso maximo (g/dl) AC/CC 18 4,15 1,84 0.28
AA 55 3,62 1,77

2. Semana descenso maximo AC/CC 18 32,22 14,43 0.11
AA 585 26,24 13,14

3. Descenso maximo % AC/CC 18 20,34 12,31 0.73
AA 58 21,38 10,56

4. Hb semana 12 (g/dl) AC/CC 18 11,76 1,95 0.37
AA 585 11,33 1,62

5. Dscenso Hb S.12 (g/dl) AC/CC 18 3,07 2,04 0.87
AA 55 8,16 1,70

6. descenso % Hb en la S.12 AC/CC 18 20,38 12,28 0.76
AA 585 21,29 10,82

1. Descenso maximo. Se calcula la Hb mas baja objetivada durante todo el seguimiento. Se resta respecto
de la Hb basal. 2. Semana en la que se ha determinado el descenso mayor de Hb. 3. Descenso maximo x
100/Hb basal. 4. Hb objetivada a la semana 12. 5. Hb basal menos la Hb en la semana 12. 6. Descenso
en la S12x100/Hb basal.

Tabla E.23. Ajuste de las dosis de RBV en funcion de las variantes alelicas del polimorfismo
11127354 de la ITFA (o = 0.0039)

Ajuste RBV
No Si

rs1127354 CC Recuento 34 25 59
% 57,6% 42,4% 100,0%

CA/AA | Recuento 14 0 14
% 100,0% ,0% 100,0%

Total Recuento 48 25 73
% 65,8% 34,2% 100,0%
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Tabla E.24. Analisis de la RVS en los pacientes que no han precisado modificar las dosis de RBV

RVS Total
[\ [o) Si

rs1127354 CC Recuento 14 20 34
% 41,2% 58,8% 100,0%

CA/AA Recuento 8 11 14
% 21,4% 78,6% 100,0%

Total Recuento 17 31 48
% 35,4% 64,6% 100,0%

mas alto con genotipo CA/AA que responden (OR 2,5; 1C95% 0,603-10.91; p = 0.32)
Tabla E.24.

E.5.6. Influencia del genotipo rs1127354 ITPA en la administracion
de Eritropoyetina (EPO) durante el tratamiento con PEG-IFN
mas RBV

Veintitrés (39%) pacientes necesitaron la administracion de EPO debido a la presencia
de anemia. La Hb basal entre estos pacientes no presenta diferencias: 15,01+1,7 g/dl
de pacientes que requirieron tratamiento con EPO vs 14,34 + 1,4 g/dl de pacientes que
no requirieron tratamiento con EPO (p = 0,1).

Como ya se ha indicado, un 39% de los pacientes con genotipo CC necesitdé EPO,
mientras que ninguno de los pacientes con genotipo CA/AA necesitdé EPO (OR 8.28,
95% IC: 1,04-371,12, p = 0,0057). Tabla E.25.

La RVS no presenta variaciones significativas entre los pacientes que reciben EPO y los
que no la reciben, aunque existe una clara tendencia hacia una mayor RVS en pacien-
tes que no precisan EPO. (OR: 0,4; 1IC95% 0.1-1.17; p = 0,08). Tabla E.26.

Por otro lado, se ha comparado la RVS en los 50 pacientes que no han recibido EPO
en funciéon de la presencia del genotipo CC vs el genotipo CA/AA. La presencia del
genotipo CA/AA muestra un mayor porcentaje de RVS, aunque sin diferencias estadis-
ticamente significativas. (OR: 3,28; IC95% 0,78-13,71; p = 0,08). Tabla E.27.

E.5.7. Analisis Bivariado

Para realizar estudios comparativos hemos escogido el descenso porcentual de la Hb
a la semana 12 (BPMS12), como uno de los parametros mas robustos para expresar
los beneficios de la variante alélica CA/AA del polimorfismo rs1127354 [TFA.
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Tabla E.25. Administracion de EPO en funcion del genotipo de la ITPA

Tesis Doctoral

EPO Total
[\ [o) Si
[TRPA54 CC Recuento 36 23 59
% 61,0% 39,0% 100,0%
CA/AA Recuento 14 0 14
% 100,0% ,0% 100,0%
Total Recuento 50 23 73
% 68,5% 31,5% 100,0%
Tabla E.26. EPO y RVS
RVS Total
[\ [o) Si
EPO No Recuento 20 30 50
% dentro de EPO1 40,0% 60,0% 100,0%
Si Recuento 14 9 23
% dentro de EPO1 60,9% 39,1% 100,0%
Total Recuento 34 39 73
% dentro de EPO1 46,6% 53,4% 100,0%
Tabla E.27. RVS en los 50 pacientes que no han recibido EPO.
RVS Total
[\ [o) Si
[TPA54 CC N 17 19 36
% 47,2% 52,8% 100,0%
CA/AA N 3 11 14
% 21,4% 78,6% 100,0%
Total N 20 30 50
% 40,0% 60,0% 100,0%

E.5.7.1. ANALISIS COMPARATIVOS DE LA BPMS12. VVARIABLES CATEGORICAS

La BPMS12 es similar tanto en hombres como mujeres. La presencia del polimorfis-
mo rs12979860 /L28B no influye en la BPMS12 de Hb. La BPMS12 es significativa-
mente mayor en aquellos pacientes que no han completado el tratamiento (p = 0,02)
(Tabla E.28).
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Tabla E.28. BPMS12 y realizacion completa del tratamiento

BPMS12 [\ Media% Desviacion tip. P
Tratamiento completo Si 55 19,41 10,13 0,02
No 16 26,73 12,81

Tabla E.29. BPMS12 y RVS

BPMS12 \| Media Desviacion tip. p
RVS Si 39 18,24 9,85 0,01
No 32 24,50 11,75

Tabla E.30. RVS y BPMS12 en pacientes con G1/4

BPMS12 N Media  Desviacion tip. p
RVS Si 25 19,40 9,63 0,08
No 30 24,83 12,01

Tabla E.31. Comparacion de la BPS12 y genotipo VHC

BPMS12 \| Descenso Desviacion tip. p
Genotipo VHC Gen 1/4 54 22,37 11,23 0,08
Gen 3 19 17,21 10,14

Al comparar BPMS12 y la RVS hallamos diferencias significativas. El descenso medio
de Hb a la semana 12 es del 18% en pacientes con RVS vs del 24% en aquellos sin
RVS (p = 0,01). (Tabla E.29).

En pacientes con genotipo VHC 1/4 (excluyendo aquellos pacientes con genotipo 3) los
descensos de Hb no muestran diferencias significativas al comparar la presencia de
RVS vs no RVS (p = 0,08). (Tabla E.30).

Al comparar la BPMS12 entre los diversos genotipos del VHC, se objetiva una tenden-
cia sin significacion estadistica, siendo mayor el descenso de Hb en pacientes con G1/4.
Tabla E.31.

119



José Maria GUARDIOLA TEY Tesis Doctoral

E.5.7.2. ANALISIS COMPARATIVOS DE LA BPMS12. VVARIABLES CUANTITATIVAS

No existe correlacion entre la BPMS12 vy las siguientes variables: ALT y AST basales,
carga viral basal VHC, resultados del fibroscan, el IMC y la edad de los pacientes. Si
existe correlacion con la Hb basal (p = 0,005) y con la bajada maxima de Hb a lo largo
de todo el tratamiento (p = 0,005).

E.5.7.3 ANALISIS MULTIVARIADO RESPECTO LA BAJADA DE HB

Para evaluar los factores asociados a la disminucién Hb relacionados con el tra-
tamiento con PEGIFN y RBV, se ha realizado un analisis de regresion logistica
tomando como variable dependiente la presencia de un descenso de 4 o mas g/dl
de Hb respecto al basal, en las primeras 12 semanas de tratamiento. Esta bajada
se produce en 25/73 (34%) de los pacientes y equivale a una reduccion media de
un 30% de los niveles de Hb respecto a la basal. Los 25 pacientes del estudio
que han precisado disminuir las dosis de RBV presentan una BPMS12 de Hb de
un 29,74%.

Las variables independientes incluidas en el analisis fueron: Hb basal, variantes alélicas
ITPA, IMC, carga basal VHC, leucocitos basales, plaquetas basales, edad y sexo.

El modelo estadistico define dos predictores independientes del descenso de Hb: va-
riables alélicas del gen de la ITPA (OR 7,98; 1C95%: 0,90-70,79; p = 0,062) y la Hb
basal (OR 1,97; 1C95%: 1,30-2,99; p = 0,001).
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F. DISCUSION

El objetivo principal de la tesis es identificar marcadores farmacogenéticos que nos
ayuden a predecir las posibilidades de una menor toxicidad asociada a la RBVY, y que
también sean predictores de una mayor RVS en nuestros pacientes.

Este es el primer estudio que analiza de manera combinada las variantes alélicas del
gen de la IL28B y de la ITPA en una poblacion de pacientes con infeccion crénica por
el VHC y que ademas estan coinfectados con el VIH.

Antes de comentar con detalle los resultados del presente trabajo analizaremos algunos
aspectos sobre la “cantidad” y la “calidad” de la muestra analizada.

F.1. Sobre cantidad de la muestra

Nuestro estudio tiene las ventajas y los inconvenientes de analizar una poblacion “de la
vida real”.

Se han incluido 73 pacientes. No son todos los pacientes coinfectados tratados
en nuestro hospital, ni son todos los pacientes genotipados en nuestro centro. Si
son todos los pacientes VIH/VHC tratados y genotipados en el Hospital de la Santa
Creu i Sant Pau.

La técnica de genotipado de las variantes alélicas a nivel del gen de la IL28B se realiza
en nuestro hospital desde enero del ano 2010, por iniciativa del autor de la tesis y del
Servicio de Genética.

A partir del mes de marzo 2010 afiadimos también el genotipado de las variantes alé-
licas del gen de la ITPA. Hasta el momento en que se cerrd la base de datos para
analizar los resultados de la tesis, un 70% del total de los pacientes VIH/VHC han sido
genotipados.

Sin embargo, solo un 26% de los pacientes de nuestra poblacion han sido tratados.
Este porcentaje es bajo, pero suele ser el habitual en este tipo de pacientes, por diver-
S0S motivos.

El motivo principal es que hay muchos pacientes que rechazan el tratamiento, por los
efectos secundarios derivados del mismo. Por otro lado hay pacientes candidatos al
tratamiento anti-VHC, que no lo han recibido por falta de idoneidad: para seguir el tra-
tamiento hace falta una actitud pro-activa que facilite el cumplimiento del mismo. La
falta de actitud descarta a la mayoria de pacientes con adicciones activas, ya que difi-
cultan un cumplimiento correcto del tratamiento. Asimismo la presencia concomitante
de un trastorno psiquiatrico u otras comorbilidades impide en muchas ocasiones la
administracion del tratamiento anti-VHC.

Otro motivo que descarta a un buen nimero de pacientes para seguir el tratamiento,
es la presencia de cirrosis no compensada. La enfermedad hepatica avanzada descar-
ta la posibilidad de administrar el tratamiento.
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F.2. Sobre la calidad de la muestra

Nuestro trabajo es el primero que incluye de manera combinada pacientes con un
cumplimiento irregular del tratamiento, y pacientes con G1, G3 y G4.

Inclusion de pacientes que no han completado el tratamiento

El andlisis de resultados —excepto algunos que se justifican debidamente- se ha
realizado incluyendo toda la poblacion estudiada. Hemos identificado correcto cum-
plimiento del tratamiento con la finalizaciéon del mismo (tratamiento completo o un
cumplimiento superior al 80%), segun el tiempo en semanas previsto inicialmente,
en funcion del genotipo. Por lo tanto todos los resultados que estamos discutien-
do tienen el “sesgo” de que un 23% de los pacientes no han realizado un tratamien-
to completo.

No hemos prescindido de estos pacientes, de manera intencionada, ya que al ser un
estudio de una poblacion real, no podemos obviar un hecho habitual: entre un 20-25%
de los pacientes abandonan el tratamiento por diversos motivos. Omitir este hecho es
falsear los datos.

El correcto cumplimiento del tratamiento es el factor que, con gran diferencia, mas se
asocia con la RVS (OR 38,77; 1C95%: 4,15-274,92; p = 0,001). Ante esta disyuntiva
determinados estudios optan por incluir solamente pacientes que han cumplido correc-
tamente el tratamiento (Rallon, 2010; Chayama, 2011; Suzuki, 2011).

En esta tesis hemos incluido todos los pacientes de nuestra muestra. El paciente con
el tratamiento de menor duracion siguié tres meses la combinacion PEG-INF mas RBV.
No obstante, debido a la distorsién que nos puede causar, no hemos incluido este dato
(correcto cumplimiento) en el analisis multivariado al analizar los factores prondsticos
independientes asociados a la RVS.

La mayoria de autores tampoco incluyen este factor en el andlisis multivariado (Ochi,
2010; Thompson, 2010; Azakami, 2011).

Aunque no se trata de un estudio prospectivo, podemos deducir que nuestros datos
son “por intencion de tratar” (intention to treat), aunque algunos de los andlisis se rea-
lizan “por tratamiento” (on treatment).

El objetivo de la tesis es evaluar determinados marcadores farmacogenéticos como
factores predictivos de respuesta y de toxicidad. Estos marcadores se posicionan
como predictores de respuesta basales, es decir previos al inicio del tratamiento.
Es por ello que en algunos analisis multivariados hemos prescindido del valor predictor
de factores asociados al mismo tratamiento, como pueden ser la RVR, o la adherencia
(correcto cumplimiento) al tratamiento. La mayoria de autores tampoco incluyen la RVR
en el analisis multivariado de la RVS (Azakami, 2011; Suzuki, 2011).
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Inclusion de los pacientes con genotipo VHC 1/4y 3

Todos los estudios publicados (Azakami, 2011; Chayama, 2011, Suzuki, 2011; Ochi,
2010; Thompson, 2010), analizan la influencia del IL28B y del ITPA solo en poblaciones
con pacientes con genotipo 1 del VHC. Otro estudio solo incluye pacientes con G2 y
G3 (Thompson, 2011).

En el presente estudio no hemos eliminado ningun paciente en funcion de genotipo, y
por lo tanto son los primeros datos disponibles en una poblaciéon “normal”, que incluye
pacientes con G1, G3, y G4. El motivo es —como ya se ha expuesto- no descartar
ningun paciente. Cuando ha sido preciso, se han realizado analisis puntuales discrimi-
nando por genotipos.

Incluir solo pacientes con el G1 puede tener sentido al analizar variables relacionadas
con el gen de la IL28B, ya que el genotipo CC del rs12979860 se asocia claramente
al G3 del VHC. Sin embargo, las variables alélicas del gen de la ITPA no se relacionan
con ningun genotipo VHC.

La inclusion de pacientes con G3 puede anadir otro sesgo, ya que el cumplimiento del
tratamiento es significativamente mayor en estos pacientes, al compararlos con los
pacientes con G1y G4 (OR 1,44 1C95%: 1,21-1,75; p = 0,008).

La explicacion de este hecho radica en parte, en que la mayor parte los pacientes con
G3 han realizado un tratamiento tan solo de 6 meses. También es debido a que la
expectativa de curacion es mucho mayor en pacientes con el G3.

F.3. Discusion acerca de los datos de la toxicidad (anemia) por RBV

La disminucion de Hb secundaria a la RBV -en pacientes monoinfectados VHC- se
asocia con variables alélicas a nivel del rs1127354 en el gen de la ITFA, tal como pu-
blicd Fellay, et al., (Fellay, 2010) por primera vez en febrero 2010. En febrero del afo
2011 nuestro grupo fue el primero en comunicar esta asociacion en pacientes coinfec-
tados (Guardiola, 2011), mediante una comunicacion oral en el principal congreso in-
ternacional de SIDA.

Casi una quinta parte de la poblacion estudiada (19,2%) es portadora del alelo “A”, o de
los genotipos protectores CA/AA del rs1127354/TPA. En el global de nuestra poblacion de
316 pacientes coinfectados el porcentaje de portadores CA/AA sube hasta el 26,9% (NS).

Ni la definicién de anemia, ni el momento de su deteccion, estan unificados en todos
los trabajos que han evaluado la asociacion de la ITPA y el descenso de Hb (Fellay,
2010; Thompson, 2010; Suzuki, 2011; Chayama, 2011; Thompson, 2011; Ochi 2010;
Akazami, 2011). La falta de consenso se debe a que la respuesta clinica ante un
descenso de Hb es variable entre los pacientes. Hay pacientes que ante una Hb de
10 g/dl presentaran una astenia muy intensa, y en cambio, otros pacientes con Hb
de 9,0 g/dl, se mantienen completamente asintomaticos.

123



José Maria GUARDIOLA TEY Tesis Doctoral

Desde un punto de vista descriptivo tiene sentido determinar el descenso maximo de
Hb durante todo el tratamiento. Nuestros resultados muestran un descenso maximo
de Hb de 4,03 g/dl para el genotipo CC (descenso del 24% sobre el basal), en la
semana 27 de tratamiento y de 2,66 g/dl (descenso del 12% sobre la basal) para los
genotipos CA/AA (p = 0,009), en la semana 30 de tratamiento. Es decir, el descenso
global de de Hb es significativamente mas importante (casi el doble), y se produce
antes en los portadores del genotipo CC del rs1127354.

Si analizamos la presencia de un descenso de Hb mayor de 3 g/dl en la semana 4,
12 y 36, hallamos un porcentaje significativamente mayor de pacientes con genotipo
CC que con genotipo CA/AA.

Desde un punto de vista practico, para poder tomar decisiones de mejora, es mas
recomendable evaluar el descenso de los niveles de Hb, a la semana 4 y 12 del trata-
miento. En nuestra serie, la bajada porcentual media de Hb a la semana 12 (BPMS12),
es significativamente diferente al comparar los genotipos CA/AA vs CC del rs1127354
(11,91% vs 23,29 %, p < 0,001). También hallamos diferencias al compara los descen-
sos de Hb a la semana 4 y a la semana 36.

F.3.1. Factores con influencia sobre el descenso de Hb

La BPMS12 es significativamente menor en los pacientes que han completado el tra-
tamiento (p = 0,02), y en aquellos pacientes que consiguen una RVS (p = 0,01). Estos
resultados son mas efecto que causa: es l6gico que completen el tratamiento, y que
consigan RVS, aquellos pacientes que no han presentado anemia, ya que no han teni-
do que reducir las dosis de RBV.

En los pacientes con genotipo 3, la BPMS12 es menor que en los pacientes con G1/4
(17,21% vs 22,37%, NS). No hay diferencias en cuanto al sexo.

La BPMS12 se correlaciona significativamente con la Hb basal (p = 0,005). Es decir,
cuanto mas elevada es la Hb basal, mayor es el margen de descenso, y por lo tanto
mayor es la disminucion porcentual e Hb. No hay asociacion entre la edad, sexo, IMC
y el descenso de Hb.

Finalmente, el andlisis multivariado Unicamente asocia al descenso de Hb, como
variables independientes, las variantes alélicas rs1127354 ITPA (OR 7,98; 1C95%:
0,90-70,79; p = 0,062) y la Hb basal (OR 1,97; 1C95%: 1,30-2,99; p = 0,001). Se ha
escogido como variable cualitativa la presencia o no de un descenso de 4 o mas g/dl
de Hb en las primeras 12 semanas del tratamiento. Esta bajada se produce en un
34% de los pacientes y equivale a una reduccion media de un 30% de los niveles de
Hb respecto a la basal. Este punto de corte tiene implicaciones terapéuticas, ya que
los 25 pacientes del estudio que han precisado disminuir las dosis de RBV presentan
una BPMS12 de Hb de un 29,74%.
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Nuestros resultados son comparables con los datos disponibles en la actualidad, y super-
ponibles a la informacion disponible en pacientes monoinfectados. Todos los estudios en
pacientes monoinfectados han mostrado la asociacion entre las variables alélicas del gen
de la ITPA vy la reduccién de la anemia causada por RBV (Fellay, 2010; Thompson 2010,
Suzuki 2011; Chayama 2011, Thompson, 2011; Chayama, 2011; Azakami, 2011).

Thompson, et al., (Thompson, 2010) evaltan el descenso de Hb en 304 pacientes con
G1, encontrando una asociacion significativa con el rs1127354 y el rs7270101, en la
semana 4 de tratamiento. Segun Ochi, et al, los factores pronésticos de anemia seve-
ra (Hb < 10 g/dl) fueron: edad, Hb y plaquetas basales, y la presencia de variantes
alélicas del rs1127354. En nuestra serie el analisis multivariado solo asocia la presencia
de anemia con variantes alélicas del rs1127354 y la Hb basal.

Azakami, et al., (Azakami, 2011) evalla la presencia de anemia en 803 pacientes japo-
neses con G1. En pacientes con cifras basales de Hb por debajo de 13,5 g/dL; y en
pacientes con cifras basales de Hb entre 13,5-15,00 g/dL junto al ser portadores del
genotipo CC rs1127354, se objetiva un mayor descenso de Hb.

Suzuki, et al. (Suzuki, 2011) evalian la influencia del gen de la ITPA en 61 pacientes
con triple terapia (PEG-IFN, RBYVY, y telaprevir). Los SNPs del gen de la /TPA tienen
influencia en los niveles de Hb, particularmente durante las 12 primeras semanas, pre-
cisamente cuando es administrado telaprevir. Esta asociacion es particularmente impor-
tante ya que la anemia es uno de los efectos secundarios limitantes del tratamiento con
este nuevo inhibidor de la proteasa del VHC.

En nuestro estudio, las variantes alélicas del rs7270101 a nivel de la ITPA no se asocian
con el descenso de Hb en ninguno de los parametros analizados. Este SNP si ha mos-
trado asociacion con los niveles de Hb en otros estudios (Thompson, 2010; Thompson,
2011), aunque la mayoria de estudios solo analizan el rs1127354 (Suzuki, 2011; Cha-
yama, 2011; Azakami, 2011). No queda clara cual es la causa de la falta de asociacion
entre la anemia y el rs7270101 en nuestra cohorte de pacientes.

F.3.2. Variantes alélicas y administracion de EPO

La EPO se utiliza para corregir la disminucion de Hb, habitualmente cuando desciende
por debajo de 10 g/dl. En nuestra serie ningun paciente con genotipo CA/AA ha preci-
sado la administracion de EPO (OR 8.28, 95% IC: 1,04-371,12, p = 0,0057). Estas
cifras constituyen un argumento de peso acerca de la proteccion, o privilegios que
confiere el ser portador de las variantes alélicas que contienen el alelo “A”.

El uso de EPO significa un gasto adicional al ya de por si costoso tratamiento del VHC.
Ademas se trata de un tratamiento incémodo, cuya posologia consiste habitualmente en
la administracion de una inyeccion semanal por via subcutanea. La RVS de los pacientes
que han precisado el uso de EPO es un 20% menor que la RVS de los pacientes que
no han recibido EPO, aunque estas diferencias no muestran significacion estadistica.
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Ninguno de los trabajos publicados hasta la actualidad evalla la administracion de EPO
(Fellay, 2010; Thompson 2010, Suzuki 2011; Chayama 2011, Thompson, 2011; Cha-
yama, 2011; Azakami, 2011).

F.4. Discusién de los resultados sobre factores predictivos de RVS
F.4.1. Analisis univariado

IL28B

Los 73 pacientes analizados tienen la misma proporcion de variantes alélicas a nivel del
rs12979860/L28B que el total de la poblacién de 316 pacientes coinfectados de nues-
tro hospital; por lo tanto no tenemos un sesgo de seleccidon, en cuanto a variables
alélicas se refiere.

Es importante destacar que, segun nuestros resultados y los resultados de la literatura
(Ge, 2009; Tanaka, 2009; Thomas, 2009), la presencia del alelo mayor “C” a nivel del
rs12979860 /IL28B es el que confiere el caracter beneficioso a los genotipos CC y CT.
El hecho de que mas de un 40% de los pacientes sean portadores del genotipo CC
rs12979860 /L28B es un dato remarcable y muy favorable para poder incluir a este
genotipo como posible marcador farmacogenético de prediccion de RVS.

El andlisis comparativo entre los datos basales (clinicos y analiticos) de las poblaciones
con los genotipos CC vs CT/TT del rs12979860 /L28B, no muestra diferencias. Solo hay
una diferencia en el andlisis basal: la presencia del G3 del VHC es significativamente mas
elevada en la poblacion con genotipo CC (OR 4,1; 1C95%:1,32-12,73; p = 0,01).

La asociacion de estos dos factores (CC y G3) no ha sido analizada a fondo en la lite-
ratura. Queda por determinar si se trata de una asociacion casual o si la variante aléli-
ca CC del rs12979860 /L28B juega un papel destacado en la codificacion del G3.

Uno de los principales aspectos de nuestro trabajo es la asociacion del genotipo CC
del rs12979860 /IL28B, con la RVS (OR 3.24; 1C95% 1,20-8,70; p = 0.031). Esta aso-
ciacion ha sido descrita previamente en otros estudios en pacientes coinfectados (Ra-
llon, 2010; Pineda, 2010). Todos los estudios publicados, acerca del gen de la ITPA, y
que analizan la RVS han mostrado la influencia del IL28B y la RVS (Thompson, 2010;
Suzuki, 2011; Thompson, 2011; Chayama, 2011; Azakami, 2011).

ITPA

La RVS también se asocia con la presencia del alelo “A” (CA/AA) del rs1127354 en
el gen de la ITPA (OR: 4,06; 1IC95% 1,02-16,05; p = 0,042). Este resultado es com-
pletamente novedoso. No hay ningun estudio publicado que evalte la influencia del
gen de la ITPA en pacientes coinfectados. Incluso en pacientes monoinfectados no
hay evidencia de la asociacion del ITPA con la RVS (Thompson, 2010; Suzuki, 2011;
Chayama, 2011; Thompson, 2011; Chayama, 2011). Solo el estudio de Azakami,
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et al, (Azakami, 2011), relaciona el gen de la ITPA con la RVS en un subgrupo redu-
cido de pacientes.

GenoTipo 3

Como es de esperar la presencia de un G3 se asocia con la RVS (OR: 11,130; 1C95%
2,328-53,210; p = 0.001). En la poblacion estudiada, el porcentaje de pacientes con G3
es del 24,7%. Esta cifra es la habitual en la poblacion europea, y la mayoria de estudios
muestran proporciones similares, oscilando entre el 20-30% de pacientes con G3.

CARGA VIRAL BASAL ARN-VHC

Una menor carga viral basal ARN-VHC es un factor predictor de RVS. Al comparar la
carga viral basal entre los pacientes con y sin RVS hallamos diferencias con significacion
estadistica (p = 0,03).

Al fijar un punto de corte de carga viral RNA-VHC basal predeterminado en 800.000 Ul/mL,
no encontramos diferencias significativas entre los pacientes con y sin RVS. Sin embar-
go, al analizar con detalle este resultado podemos objetivar que la diferencia porcentual
de RVS es del 23,5% a favor de los pacientes con carga viral basal baja (OR 1,736;
IC95%: 0,640-4,711; p = 0,32). Ello confirma algo que es ampliamente conocido: una
menor carga viral basal es un factor predictivo de respuesta.

OTROS FACTORES: SEXO, PRESENCIA DE FIBROSIS, IMC, EDAD

En nuestra serie ni el sexo (OR: 0,81; IC95% 0,31-2,36; p = 0,81), ni la presencia de
cirrosis son factores predictivos de respuesta al tratamiento VHC (OR 0,82; IC95% 0,30-2,23;
p = 0,83). Tampoco se asocian con la RVS el IMC vy la edad.

RVR

Hemos evaluado la RVR, aungque se no se trata de un parametro predictor basal
“previo” al tratamiento, sino “durante” el tratamiento. Presentar una carga viral nega-
tiva a las cuatro semanas de tratamiento se asocia de manera significativa con la
RVS (OR: 16,84; 1C95% 3,53-80,18; p < 0,0001).

DismiNnuciON DE LA DoSIS DE RBV

La disminucién de la dosis de RBV debido a la anemia, en los pacientes con variables
alélicas CC del rs1127354, se asocia con una menor RVS (OR: 3,87; 1C95% 1,38-10,86:
p = 0,008).

F.4.2. Discusion acerca del estudio multivariado

Por lo tanto hemos definido 6 factores predictivos de RVS, con significacion estadistica
(p < 0,05) en el analisis bivariado: variantes alélicas en el gen de la IL28B y de la ITPA,
genotipo VHC, RVR, carga viral basal VHC, y maodificacion de las dosis de RBV.
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En el estudio multivariado se han incluido estos seis factores. Por separado ejercen una
clara influencia sobre la RVS. Se trata de interrelacionar estas variables para saber cual
de ellas se asocia de manera independiente a la RVS.

Para realizar este estudio hemos incluido 66 de los 73 pacientes. Faltan 7 pacientes en
los que no disponemos de la carga viral basal VHC. Los resultados de este estudio
multivariado muestran que la modificacion de las dosis de RBV (OR: 3,99; IC95%: 1,08-
14,75; p = 0,038), el genotipo VHC (OR: 7,14; 1C95% 1,14-40,00; p = 0,035) y la
presencia de RVR (OR: 10,41; IC95%: 1,96-55,55; p = 0,006), se asocian de manera
independiente con la RVS, descartando todas las demas.

Estos datos son muy interesantes: en primer lugar, es indiscutible el papel del genotipo
viral. La bondad del G3 es conocida. A fecha de hoy no se sabe el motivo por el cual
el G3 responde de manera tan satisfactoria al tratamiento.

Los datos acerca de la cinética viral son de gran importancia. Veinte de los 22 pacientes
que consiguen RVR consiguen RVS. Sin embargo, estrategias encaminadas a intensificar
la terapia durante las primeras fases del tratamiento para obtener mayores porcentajes
de RVS, no han conseguido porcentajes mayores de RVR (Labarga 2011). Como mues-
tran nuestros datos, tanto el G3 del VHC como el ser portador de la variante alélica CC
del rs12979860 /IL28B se asocian con una mayor RVR. No obstante todavia no son
conocidos con claridad los factores que facilitan una RVR en algunos pacientes vy la
falta de la misma en un 70% de los pacientes, como se da en nuestra poblacion.

La disminuciéon de los niveles de RBV se asocia con fracaso terapéutico, en el trata-
miento del VHC (Hadziyannis, 2004).

En este primer estudio multivariado no aparecen como factores independientes asocia-
dos a la RVS las variantes a nivel del gen de la IL28B. Probablemente su influencia
queda enmascarada por la potencia de asociacion que conlleva ser portador del G3.
Hemos demostrado previamente como las variantes alélicas CC del gen de la IL28B se
asocian con la presencia del G3.

Un segundo anédlisis multivariado elimina la variable carga viral basal. Con este proceder,
podemos incluir los 73 pacientes disponibles para el andlisis. Los datos obtenidos son
similares a los obtenidos previamente: asociacion independiente entre la RVS y el G3,
la RVR y la administracion de la dosis completa de RBV.

F.4.3. Marcadores farmacogenéticos y RVS

Para obviar el positivo —y probablemente enmascarador- efecto del G3, hemos realiza-
do un estudio multivariado en los 73 pacientes incluidos en la muestra, incluyendo tan
solo las variantes alélicas de los dos generes estudiados. Por lo tanto prescindimos del
genotipo VHC en este andlisis.

También prescindimos de dos variables mas: la RVR y la modificacion de las dosis de RBV.
Estas dos variables no son variables basales. Son factores predictivos de respuesta que
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se dan durante el tratamiento, pero no son previos al mismo, y por o tanto no pueden
considerarse factores predictivos basales.

Por lo tanto, estamos obviando las tres variables independientes aceptadas en el estu-
dio multivariado. Es por ello que los resultados obtenidos deben ser analizados con
cautela, en el marco adecuado que estamos exponiendo.

Los datos obtenidos en el estudio multivariado que incluye el gen IL28B, el gen de la
ITPA, y la carga viral VHC basal posicionan de manera muy favorable las variantes alé-
licas analizadas, descartando la carga viral basal VHC.

La OR para el genotipo protector CC del rs12979860 /L28B es de 4,17 (IC95%
4,14-4,20; p = 0,008). Para el genotipo protector CA/AA de rs1127354 ITPA la OR es
del 5,71 (IC95% 5,66-5,76; p = 0,019). Estos datos confirman la importante asociacion
entre la RVS y la combinacion de las variables alélicas del gen de la ITPA y del gen de
la IL28B como factores predictivos independientes de RVS.

Al analizar solo la poblacion con G1 (55 pacientes), el ser portador de la variante CC
del rs12979860 en el gen de la IL28B es un factor pronostico de buena respuesta (OR:
3,27; 1C 95% 1,01-10,56; p = 0,047). Las variables alélicas CA/AA del gen de la ITFA,
muestra una clara tendencia a la asociacion con la RVS (p = 0,052).

Como resumen de estos datos podemos concluir que tanto el IL28B y ITPA tienen in-
fluencia en la RVS, de manera independiente. El poder discriminador de las dos variables
farmacogenéticas aceptadas en este modelo multivariado es, a partir del AUC (area bajo
la curva de la curva ROC), del 70% (p = 0,003).

Es importante aclarar que el gen de la IL28B tiene un mayor peso como factor predic-
tor de la RVS, situandose por encima del gen de la /TPA. Ello puede afirmarse tras
realizar la curva ROC aportando tan solo los datos del gen de la ITFA: el poder discri-
minante del ITPA es de 0,58, sin mostrar significacion estadistica (p = 0,2).

La posible asociacion del gen de la ITPA con la RVS ha sido analizada en diversos en
estudios con pacientes monoinfectados. Tan solo el estudio de Azakami (Azakami, 2011)
muestra una asociacion entre el genotipo ITPA y la RVS. La RVS fue significativamente
menor en los portadores de las variantes alélicas CC del rs1127354 en el subgrupo de
pacientes con Hb basal entre 13,5 y 15.0 g/dl. Los portadores del genotipo CA/AA
obtienen una RVS del 53,6% vs el 40,8% de los pacientes portadores del genotipo CC
(p = 0,039). ElI motivo atribuido fue que la disminucion de las dosis de RBV se asocio
con una menor RVS (p < 0.009).

En el estudio de Ochi (Ochi, 2010) inicialmente 9 factores mostraron asociacion con la
RVS en el analisis univariado: la edad, el sexo, el IMC, los niveles basales de Hb vy
plaquetas, la fibrosis y la carga viral, y los genotipos a nivel del ITPA y del IL28B. Al
realizar el estudio multivariado todas estas variables se mantienen, exceptuando la Hb
basal, y las variantes alélicas del gen de la ITPA.
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En otros estudios no se ha hallado relacion entre el gen de la ITPA y la RVS (Fellay,
2010; Thompson, 2010, Suzuki, 2011; Chayama, 2011, Thompson, 2011).

Suzuki (Suzuki, 2011) compara la RVS obtenida con terapias triples, en una poblacion
de 61 pacientes con G1. La RVS en el grupo CC y el CA/AA fue del 71% vs 67%,
respectivamente (p = 0.736). El estudio de Chayama (Chayama, 2011) también analiza
la RVS con terapias triples: el gen de la ITPA no influyé en la RVS (73% para CC y 73%
para CA/AA). En pacientes con G2 y G3 (Thompson 2011), tampoco se objetiva la
asociacion entre el ITPA y la RVS.

El motivo por el cual las variantes alélicas CA/AA del rs1127354 en gen de la ITPA se
asocian con una RVS no es conocido con exactitud. La explicacion mas logica es que
las variables alélicas CA/AA condicionan una menor anemia, y con ello se favorece un
mejor cumplimiento del tratamiento con RBV. Un mayor cumplimiento del tratamiento
condiciona una mayor RVS.

F.5. Administracion de dosis de RBV

La presencia del alelo A a nivel del rs1127354, implica que ningun paciente ha precisa-
do reducir las dosis de RBV (OR = 11.81; 95%Cl: 1.45-256.17, p = 0.0039). Por tanto,
los pacientes portadores del genotipo CA/AA reciben el 100% de la dosis de RBV.

Teniendo en cuenta este dato, y para profundizar mas en el efecto favorable gen de la
ITPA, hemos comparado la RVS en la poblacién de todos los pacientes que han reci-
bido el 100% del tratamiento.

Al eliminar 25 pacientes “CC” que han precisado reducir las dosis de RBY, no se obje-
tivan diferencias significativas al comparar la RVS (OR 2,5; IC95% 0,603-10.91; p =
0,32) entre los pacientes CC y CA/AA. No obstante, vale la pena destacar que los
porcentajes de RVS en el grupo CA/AA superan casi en 20 puntos los porcentajes de
RVS en el grupo de pacientes portadores del genotipo CC. Estos resultados son ines-
perados, y dificiles de justificar con los conocimientos que tenemos en la actualidad. Es
como si el genotipo CA/AA de la ITPA tuviera una favorable influencia para conseguir
RVS, independientemente de su principal rasgo como prevencion de la anemia.

La reduccion de las dosis de RBV se ha mostrado en diversos trabajos. La disminucion
de las dosis de RBV fue comun (140; 46%) en la cohorte de 304 pacientes del estudio
ViraHep-C. En 74/140 la anemia fue la causa de la disminucion de las dosis de RBV
(52%): hubo diferencias al comparar los genotipos CC y CA/AA (Thompson, 2010). Un
estudio (Azakami, 2011) realizado en 830 pacientes con G1 muestra una rapida dismi-
nucién de la Hb que se asocia a una reduccion significativa de RBV en los pacientes
portadores del genotipo CC, mas drastica que la objetivada en pacientes no-CC, sobre
todo en cuando la Hb basal es menor de 13.5 g/dL. Ademas la disminuciéon de las
dosis de RBV se asocia con la RVS (p < 0,009).
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No todos los trabajos objetivan esta disminucion de RBV. La dosis de RBV durante las
24 semanas de tratamiento fue comparable entre el grupo de pacientes CC y el CA/
AA, sin objetivarse diferencias, en el estudio de Suzuki (Suzuki, 2011). En un estudio
con pacientes con genotipo 2 y 3, la administracion de las dosis globales de RBV, en-
tre las variables CC y CA/AA, no muestra diferencias significativas. Los autores (Thomp-
son, 2011) explican este hecho por la buena tolerancia por parte de los pacientes a
niveles muy bajos de Hb, de hasta 9.5 g/dl.

F.6. Posicionamiento del gen de la ITPA y la RVS

Se ha postulado que en los pacientes con una correcta predisposicion genética (porta-
dores de las variantes CA/AA del rs1127354) podrian aumentarse la dosis de RBY, sin
temor a la produccién de anemia, para obtener una mayor RVS.

En pacientes ancianos, cardidpatas, o con otra comorbilidad asociada, la presencia de
un descenso de Hb puede ser mas perjudicial que en la poblacion normal. El genotipo
CA/AA del rs1127354 del gen de la ITPA confiere un caracter protector delante de esta
posibilidad. Este marcador farmacogenético puede ser de esencial importancia para
tomar decisiones acerca del tratamiento del VHC en este tipo de pacientes.

Creemos que una de las principales aportaciones de esta tesis es haber demostrado que
determinadas variantes alélicas del /TPA se asocian con una mayor RVS. Ya no se trata
tan solo de predecir una menor anemia. Se trata de que, con los resultados presentados,
el gen de la ITPA alcanza un rol todavia mas relevante, al poder predecir la RVS.

F.7. Validez practica de estos resultados

Realizar el genotipado de la IL28B-ITPA sera obligado antes de decidir el esquema
terapéutico a seguir en el tratamiento del VHC en pacientes infectados por el VIH. No
existen guias actualizadas que recomienden el genotipado /L28B-ITPA como rutina
habitual previa a la eleccion del tratamiento en pacientes naives al mismo. Hay varios
argumentos a favor de esta préactica clinica:

— Cerca de un 50% de la poblacion es portadora del genotipo CC rs12979860 /IL28B,
y hasta un 25% de la poblacion es portadora del genotipo CA/AA rs1127354 en el
gen de la ITPA; que se asocian con altos porcentajes de RVS al tratamiento doble
con PEGIFN/RBV en pacientes coinfectados.

— Los tratamientos triples, recientemente aprobados, alcanzan porcentajes de RVS por
encima del 70%. Desafortunadamente, los tratamientos triples tienen un precio ele-
vadisimo, y una toxicidad incrementada respecto los tratamientos dobles.

— ¢ Trataremos a todos los pacientes con terapias triples? La respuesta no es clara,
aunque no parece prudente reconvertir todos los tratamientos dobles en tratamientos
triples. El motivo fundamental es el econdémico, y también el aumento de efectos
secundarios asociado a las terapias triples.
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— La RVS de los pacientes portadores del genotipo CC rs12979860 /L28B con un
tratamiento doble (PEG-INF + RBV), llega hasta el 70% en nuestra poblacion. El ge-
notipo CC del rs12979860 /L28B es un factor predictivo -previo al tratamiento- inde-
pendiente asociado a la RVS, tanto en pacientes con G1.

— La RVS en pacientes con el genotipo CA/AA rs1127354 en el gen de la ITPA, es del
78% en nuestra poblacion. El genotipo CA/AA del rs1127354 ITPA es un factor pre-
dictivo -previo al tratamiento- con tendencia a asociarse a la RVS

— El poder discriminador conjunto de los dos genes sobre la presencia de RVS es del
70%, aunque el mayor peso de esta asociacion es debido al gen de la IL28B.

— En pacientes con G3 VHC, con altos porcentajes de RVS, no es necesario conocer
el genotipado IL28B-ITPA, para predecir la RVS. El genotipado /TPA, si nos sera de
ayuda para predecir las posibilidades de anemia.

— Pacientes con G1. Los pacientes CC rs12979860 /L28B y CA/AA rs1127354 ITPA
deberan iniciar un tratamiento doble. Parece recomendable iniciar un tratamiento
triple a los pacientes portadores de los genotipos TT/CT rs12979860 y CC rs1127354.
En caso de datos enfrontados (por ejemplo, un paciente portador CC rs12979860/L.28B,
y CC rs1127354/TPA), parece prudente seguir las directrices que marcan los genoti-
pos IL28B.

— Las variantes alélicas CA/AA rs1127354 del gen de la ITPA, son factores predictivos
independientes de anemia en pacientes VIH/VHC con tratamiento con PEGIFN/RBYV,
independientemente del genotipo VHC. Por lo tanto, el genotipado de la ITFA, sera
de utilidad en todos los pacientes en los que sea importante predecir la presencia de
una posible anemia. Por ejemplo: pacientes con Hb basal por debajo de 13, pacien-
tes con cardiopatias asociadas, pacientes con otras comorbilidades asociadas y
pacientes ancianos.
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G. CONCLUSIONES

1.

El genotipo CC del SNP rs12979860 en el gen de la IL28B se asocia con una mayor
RVS al tratamiento del VHC en pacientes coinfectados con el VIH.

Los genotipos CA/AA del SNP rs1127354 a nivel del gen de la /TPA, se asocian
significativamente con una menor presencia de anemia. Los pacientes portadores de
estas variables no precisan reducir las dosis de RBV y no requieren administracion
de EPO durante el tratamiento con PEGIFN/RBV. Todo ello se asocia con una mayor
RVS al tratamiento del VHC.

Las dos marcadores farmacogenéticos (IL28B-ITPA) se comportan como factores
independientes de RVS en el estudio multivariado.

Los marcadores farmacogenéticos tiene un valor predictor de RVS y de la toxicidad
asociada a RBV. Es por ello que su determinacion debe formar parte del algoritmo
de decision para optimizar la eleccion del tratamiento anti-VHC.
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