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Introduccidn. La infeccién por el virus de la hepatitis C (VHC) ha sido durante muchos afios un
problema de salud publica de extraordinaria magnitud. Esta situacidn estd cambiando
rapidamente gracias a la generalizacion del tratamiento con antivirales de accidn directa (AADs),
gue presentan tasas de eficacia cercanas al 98% en practica clinica real, abriéndose la posibilidad
de que lainfeccidn por VHC sea la primera enfermedad viral crénica susceptible de ser eliminada
en ausencia de vacuna. Sin embargo, no se ha estudiado de forma exhaustiva la eliminacién del
VHC en reservorios extrahepaticos como los linfocitos. Si bien la significacidn clinica de Ila
presencia del genoma viral en este tipo celular es motivo de controversia, la confirmacion de su
eliminacion en pacientes respondedores es importante a la hora de consolidar el concepto de
erradicacion viral en los pacientes curados. Otra controversia clinicamente relevante en los
ultimos afios es la de que pacientes con carcinoma hepatocelular (CHC) relacionado con el VHC
y con respuesta al tratamiento con AADs puedan sufrir una recurrencia grave del cancer
hepatico tras la curacion de la infeccion.

El analisis en cohortes amplias de pacientes con hepatitis crénica C (HCC) de la evolucidn clinica
durante el tratamiento y seguimiento posterior es también importante para conocer el efecto

gue la eliminacidn del virus tiene sobre la calidad de vida de los pacientes curados.

Objetivos. Con el fin de evaluar el impacto del tratamiento de la HCC con AADs sobre la
respuesta viroldgica, la evolucidn clinica y la percepcidn de calidad de vida de los pacientes, se
plantearon los siguientes objetivos:

1.- Estudio de la eficacia del tratamiento con AADs en una cohorte de pacientes con HCC,
analizando la respuesta al tratamiento, emergencia de mutaciones de resistencia, y la cinética
de eliminaciéon del VHC en la fraccion de células monocucleares de sangre periférica (CMSPs).
2.- Estudio de la evolucidn clinica de la enfermedad hepatica tras la eliminacion del VHC,
centrada especialmente en los pacientes con fibrosis avanzada (F4).

3.- Andlisis de la recurrencia y/o desarrollo de novo de CHC o tumores extrahepaticos después
de la curacion de la infeccidn por VHC, y estudio de composicidn alélica de la actividad Aurora
Quinasa B (AURKB) celular.

4.- Evaluacidn de la mejoria de la calidad de vida en los pacientes con respuesta al tratamiento.

Pacientes y métodos: El trabajo se disefidé como un estudio descriptivo, unicéntrico,
observacional, longitudinal y prospectivo, en el que se incluyeron 423 pacientes con HCC
tratados con AADs de Ultima generacién. El estudio se completd con una cohorte secundaria de
17 pacientes previamente tratados con telaprevir (TVR) y 13 tratados con interferén (IFN), con
o sin y ribavirina (RBV), para los ensayos comparativos de la cinética de eliminacién del VHC en

linfocitos y el estudio de emergencia de mutaciones de resistencia.
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La evolucidn clinica de los pacientes tratados se analizé mediante la determinacion de la carga
viral del VHC, del grado de rigidez hepdtica mediante Fibroscan y el calculo tanto de los indices
de fibrosis FIB-4 y APRI como el valor de MELD al principio y al final del tratamiento. En los
pacientes cirrdticos se analizd la aparicién de descompensaciones, la recurrencia del CHC y el
desarrollo de novo de cualquier tipo de tumor después de 24 meses de seguimiento. La seleccidon
de mutaciones de resistencia al tratamiento se determind mediante reaccidén de amplificacién
en cadena (PCR) estandar, secuenciacion masiva y una técnica de amplificacion en frio (Cold-
PCR) optimizada durante el curso de esta tesis doctoral. La cinética de eliminacion del VHC en
CMSPs se analizé por determinacién de la presencia del genoma viral por PCR estandar.

El analisis de cambios en la percepcidon de calidad de vida se realizd mediante encuestas
realizadas al inicio y fin de tratamiento, y tras 12 semanas de seguimiento, utilizando los
cuestionarios SF-36 y EQ-5D-5L, a una subpoblacion de 86 pacientes respondedores al
tratamiento tomados de la cohorte principal de este estudio y a 12 pacientes control no tratados
de una cohorte secundaria.

Resultados. La combinacién de AADs mas utilizada fue la de sofosbuvir/ledipasvir (SOF/LDV).
Respecto a los resultados de eficacia un 95.2% de los pacientes presentd respuesta viral
sostenida (RVS), 12 pacientes (2.85%) recayeron tras finalizar el tratamiento y 8 (1.9%)
incumplieron el tratamiento o se perdieron del seguimiento. Todos los pacientes que
recidivaron recibieron tratamiento de rescate. El mds utilizado fue la combinacidn
sofosbuvir/velpatasvir/voxilaprevir (SOF/VEL/VOX) que se administré a 6 pacientes (50%). Solo
un paciente recayd tras el segundo tratamiento, lo que representa una tasa de eficacia del
91.7%. El analisis de las mutaciones de resistencia mediante Cold-PCR permitid su identificacion
temprana en muestras basales, si bien requirié la realizacién de un nimero elevado de PCRs por
muestra (n=30). El andlisis del genoma viral (ARN-VHC) en linfocitos confirmé que el virus se
eliminaba de forma mds efectiva en este tipo celular utilizando AADs de Ultima generacién que
TVR, un inhibidor de proteasa (IP) de primera generacién.

Con respecto a la evolucion de la enfermedad hepdtica durante y después del tratamiento, en
25/124 (20%) pacientes con cirrosis se confirmaron episodios de descompensacion: en 14 antes
del inicio del tratamiento y en 11 tras su finalizacidn. Ninguno de los pacientes (n=3) con CHC
antes del tratamiento sufrid recurrencia del tumor tras la curacion de la infeccidn. El porcentaje
de pacientes con cirrosis hepatica que desarrollaron CHC de novo tras el tratamiento (10/121:
8%) no fue superior al esperado en una poblacién cirrética en el tiempo de seguimiento del
estudio. Aunque el andlisis de la composicidn alélica de la posicién rs1059476 de la actividad
AURKB reflejo que la prevalencia del alelo T, asociado a desarrollo de fibrosis en estudios

previos, era mayor en los pacientes con CHC que en la poblacién de pacientes con fibrosis
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avanzada (F4) o que en los pacientes con cirrosis que no desarrollaron CHC, las diferencias
obtenidas no fueron en ningln caso estadisticamente significativas. Tampoco el porcentaje de
desarrollo de tumores extrahepdticos en los 423 pacientes tratados fue superior al esperado en
la poblacidon general, independientemente de su origen: hematoldgico (4/423: 0,9%), digestivo
(4:0,9%), uroldgico (1:0,2%) o respiratorio (1:0,2%).

En el sub-estudio de calidad los cuestionarios SF-36 y EQ-5D-5L realizados en 86 pacientes
tratados y 12 pacientes control demostraron mejoria de varios pardmetros (funcion fisica, dolor
corporal, salud general, vitalidad y funcidn social) sobre todo cuando se comparé la percepcién

antes del tratamiento y tras 12 meses de seguimiento después de la curacién.

Conclusiones. El tratamiento con AADs alcanza tasas de RVS del 95% en la cohorte de estudio,
incrementandose hasta el 99,7% al aplicar la terapia de rescate en los fallos viroldgicos. La
respuesta se extiende a la eliminacién del genoma viral en los linfocitos. Ademads, la eliminacién
del VHC proporciona una mejoria clinica de la enfermedad, particularmente en los pacientes con
fibrosis avanzada. Respecto a la calidad de vida percibida, se observé una mejoria significativa
tras la curacion, reforzando la idea de que el VHC, sin necesidad de causar enfermedad hepatica
avanzada, deteriora la calidad de vida de los pacientes, aunque no pueda descartarse que otros
factores, como el ambiente, o la perspectiva de curacion puedan tener un papel en el efecto

observado.
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Background. Hepatitis C virus (HCV) infection has been a major health problem for years. The
development of direct-acting antivirals (DAAs) whit effectiveness rates close to 98% in real
clinical practice is changing this situation. Therefore, it is possible that HCV infection could be
the first infectious disease which can be eliminated in the absence of a vaccine. However, the
elimination of HCV-ARN in extrahepatic reservoirs, such as lymphocytes, has not been
thoroughly studied. The clinical significance of detectable HCV-ARN in this cell type is a matter
of controversy; however, confirmation of its elimination may be important in consolidating the
concept of viral elimination/eradication in responder patients. Another polemical issue that has
been raised in recent years is that patients with HCV-related hepatocellular carcinoma (HCC)
may suffer severe recurrence of liver cancer after virus elimination by DAAs treatment.

The analysis, of the clinical evolution during antiviral treatment and during post-therapy follow-
up in large cohorts of patients with chronic hepatitis C (CHC), is important to clarify controversies
surrounding the treatment, and to identify the effects that HCV elimination has on the queality

of life of cured patients

Aims. In order to evaluate the overall impact of the treatment of HCC patients with the latest-
generation DAAs on the virological response, clinical evolution and the effect on the perception
of patient quality of life, the following specific objetives were proposed:

1. Study of the effectiveness of antiviral treatment with DAAs in a cohort of patients with CHC,
analyzing the response to treatment, emergence of resistance mutations, and the kinetics of
HCV elimination in the fraction of peripheral blood monocucle cells (PBMCs).

2. Study of the clinical evolution of liver disease after HCV elimination, especially focused on
patients with advanced liver disease (F4).

3. Analysis of HCC recurrence and /or de novo development of liver or extrahepatic cancers after
the cure of HCV infection and study of allelic composition of the cellular Aurora Kinase B (AURKB)
activity.

4. Evaluation of the perception of improvement of quality of life in asymptomatic patients

responding to antiviral therapy.

Patients and methods. The work has been designed as a descriptive, single-center,
observational, longitudinal, prospective study, in which 423 patients with CHC treated with DAAs
were included. This study was completed with a secondary cohort of 17 patients previously
treated telaprevir (TVR) and 13 treated with interferon (IFN), with or without ribavirin (RBV), for
comparative trials of HCV clearance kinetics in lymphocytes and the analysis of resistance

mutations emergence during the treatment.
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The clinical evolution of treated patients was analyzed by determining the HCV viral load, the
degree of liver stiffness using Fibroscan and by calculation of fibrosis scores FIB-4, APRI and
MELD, in the baseline and final treatment samples. We also analyzed in patients with advanced
fibrosis (F4) the appearance of hepatic decompensations, the recurrence of HCC or de novo
development of any type of cancer after 24 months post-treatment. The selection of
treatment resistance mutations was analyzed by standard Polymerase Chain Reaction (PCR),
Next Generation and a Cold-PCR technique developed during the development of this work. The
kinetic of HCV elimination in lymphocytes was analyzed by determining the presence of the viral
genome by standard PCR in this cell type.

The analysis of changes in the perception of quality of life was carried out through surveys
conducted at the beginning and end of treatment, and after 12 weeks of follow-up, using the
SF-36 and EQ-5D-5L questionnaires. In this study was analyzed a subpopulation of 86 patients
taken from the main cohort of this study who achieved SVR, and a control group of 12 untreated

patients from a secondary cohort.

Results. The most commonly used combination of DAAs was Sofosbuvir/Ledipasvir (SOF/LDV).
Regarding the effectiveness of treatments, 95.24% of the patients showed a sustained viral
response (SVR), 12 patients (2.85%) presented recurrence after completing the treatment and
8 (1.9%) failed to comply with the prescribed treatment. All patients who relapsed received
rescue therapy being the most commonly treatment used the combination of
Sofosbuvir/Veltapatasvir/Voxilaprevir (SOF/VEL/VOX) in 6 patients (50%). Only 1 patient
relapsed again after receiving rescue treatment, which finally presented an efficacy of 91.7%.
The analysis of resistance mutations by Cold-PCR allowed its early identification in baseline
samples, although it requires the analysis of a large number of PCRs per sample (n=30). The
analysis of the viral genome (HCV-RNA) in lymphocytes confirmed that HCV was eliminated more
effectively in this cell type using last generation DAAs than telaprevir/boceprevir protease
inhibitors. In 25/124 (20%) patients with cirrhosis, decompensation processes were confirmed;
in 14 of them before the start of treatment and in 11 after the end of it.

None of the patients with HCC before treatment (n=3) suffered recurrence of the tumor after
cure of the infection. The percentage of patients with liver cirrhosis who developed de novo CHC
after treatment (10/121: 8%) was not higher than expected in a cirrhotic population at the time
of study follow-up. The analysis of the allelic composition of the rs1059476 position of the
AURKB activity showed that the prevalence of the T allele, associated with the development of
fibrosis in previous studies, was higher in patients with HCC than in the population of patients

with advanced fibrosis (F4) or that in patients with cirrhosis who did not develop CHC.
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However, these differences do not reach statistical signification. The incidence of extrahepatic
tumors in the 423 treated patients was not higher than that expected in the general population,
regardless of their origin: hematological (4/423: 0.9%), digestive (4: 0.9%), urological (1: 0.2%)
or respiratory (1: 0.2%).

In the quality sub-study, the SF-36 and EQ-5D-5L questionnaires carried out on 86 treated
patients and 12 control patients demonstrated improvement of several parameters (physical
function, body pain, general health, vitality and social function), especially when the perception

is compared before treatment and after 12 months of follow-up after healing.

Conclusions. The treatment with last generation DAAs reaches RSV rates of 95% in the cohort
studied, increasing to 99.7% when applying rescue therapy. This response is extended to the
elimination of the viral genome in lymphocytes. In addition, the elimination of HCV is a clinical
improvement especially in patients with more advanced fibrosis. Regarding the perceived
quality of life, a significant improvement was confirmed after the cure, supporting the idea that
HCV can cause the same deterioration in the quality of life of patients, although it cannot be
ruled out that the environment, and the perspective of healing of treated patients also have

some effect.
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La infeccién por el virus de la hepatitis C (VHC) puede causar tanto hepatitis aguda como crénica.
El dafio hepatico presenta un espectro muy amplio y varia desde cambios minimos hasta fibrosis
avanzada y cirrosis. EI VHC también se ha relacionado con la aparicion de carcinoma
hepatocelular (CHC). El riesgo de desarrollo de cirrosis oscila entre un 15-30% después de 20
afios de la infeccidn (Thein, 2008). Otro tipo de variables como la coinfeccidn por el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) o el virus de la hepatitis B pueden aumentar el riesgo de
desarrollo de cirrosis (Sarin, 2012). A su vez pueden aparecer manifestaciones extrahepaticas y

afectacion de la calidad de vida percibida por los pacientes infectados.

Desde el afio 2015 se dispone de nuevos fadrmacos para el tratamiento de la hepatitis C
denominados antivirales de accion directa (AADs) que consiguen tasas de curacién superiores al
95%. Hasta mayo de 2018 la Food and Drug Administration (FDA) y la European Medicines
Agency (EMA) han aprobado hasta 13 AADs de 4 tipos distintos. En Espafia, seguin datos del
Ministerio de Sanidad, Consumo y Bienestar Social se han tratado mas de 130.000 pacientes

desde 2015 consiguiendo la respuesta viral sostenida (RVS) en la mayoria de ellos (Calleja, 2018).

1.1- EPIDEMIOLOGIA

La infeccidon por el VHC es un problema sanitario de primer orden a nivel global. Segin datos de
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) del afio 2015 la prevalencia estimada de la infeccién
a nivel mundial estd en torno al 1%, lo que equivale a aproximadamente 71 millones de personas
infectadas. Aunque la distribucion de la enfermedad es global, la prevalencia por paises presenta
notables diferencias: Asia central presentaria la mayor prevalencia a nivel mundial (3,6%)
seguido de Europa del Este (3,3%) y Africa sub-sahariana central (2,1%) (Blach, 2017). Por paises,
China presentaria el mayor nimero de personas con VHC, con casi 10 millones, seguido de
Pakistan con 7 millones e India con 6 millones (Blach, 2017). En el caso concreto de Espafia datos
recientes estiman una prevalencia de infeccién activa del 0,22% y una prevalencia de
anticuerpos frente al VHC del 0,85% (Estirado, 2018) con un numero total de infectados de
386.000 personas en 2015 siendo uno de los 30 paises en los que se localiza el 80% de infectados

a nivel mundial (Blach, 2017).

La incidencia global de la infeccion por el VHC en 2015 se estimd en 23,7 por 100.000 habitantes
lo que corresponderia a 1,75 millones de nuevas infecciones (World Health Organization., 2017).
Las areas con una tasa de infeccion mas elevada se encuentran en las regiones del mediterraneo

oriental (62,5/100000), Egipto y Africa subsahariana y el continente europeo (61,8/100000).
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No obstante, la incidencia global ha disminuido en la segunda mitad del siglo XX. Muchos paises
recogen desde hace varios afnos los datos de prevalencia sobre infectados por VHC sugiriendo
una disminucion en la incidencia en los ultimos afios (Saraswat, 2015). También ha contribuido
a la disminucidén de la incidencia la implementaciéon de medidas higiénicas y de mayor seguridad
en el uso de jeringuillas (Pépin, 2014). Por otro lado, y especialmente importante, la introduccion
a partir del afo 2015 de los nuevos tratamientos antivirales de accién directa que han
conseguido tasas de curacidn superiores al 95% estdn produciendo cambios significativos en los

perfiles de prevalencia de infeccién activa e incidencia de nuevas infecciones.

1.2.- RUTAS DE TRANSMISION.
Las principales rutas de transmisidn del VHC son actualmente dos (World Health Organization.,

2018):

1) Asociadas a procedimientos médicos: En los paises en los que no existen medidas de control
sanitarias suficientes la transmision del VHC estd relacionada con la utilizaciéon de materiales de
venopuncion no desechables o mal esterilizados y con procedimientos tales como la didlisis,
cirugia menor, procedimientos dentales y utilizacién de hemoderivados en los que no se ha
realizado deteccidon de VHC (Prati, 2006). Globalmente en 2010 un 5% de las inyecciones en el
contexto de procedimientos médicos se realizaron con material reutilizable que no se
esterilizaba (Pepin, 2013). Se estima que cada afio 315.000 infecciones por el VHC se relacionan

con la realizacion de inyecciones que se consideran poco seguras (Pepin, 2014).

En Espafia, un estudio retrospectivo en el que analizaron 109 casos documentados de hepatitis
C aguda entre 1998 y 2005 confirmd que el factor de riesgo mds importante que habian
presentado los pacientes los seis meses previos al diagndstico era haberse encontrado dentro
del ambito hospitalario [73 casos (67%)], habiéndose realizado en la mayoria de ellos cirugia o

alguna prueba invasiva o procedimiento terapéutico (Martinez-Bauser E, 2008).

2) Asociadas a consumo de drogas intravenosas: La utilizacion de drogas por via intravenosa
supone hasta el 23% de nuevos casos de infeccidn por VHC de forma global. Hasta el 8% de las
infecciones actuales por VHC se encuentran entre personas que consumen drogas inyectables
(World Health Organization., 2017). En Espafia este grupo constituye un 20% del total de las

infecciones agudas por VHC (Perez-Alvarez, 2012).

Otras rutas de transmisién menos frecuentes son la transmisién vertical, que supone un riesgo
de entre el 4,2%-7,8% (7,6%-15,2% en madres coinfectadas por el virus de la inmunodeficiencia

humana (VIH) (Benova, 2014), otros procedimientos percutaneos como los tatuajes y piercings,
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los accidentes laborales en el medio sanitario y la transmision sexual. En este ultimo caso, la
transmisidn es poco frecuente en parejas heterosexuales mondgamas, en las que el riesgo se
estima entre 0,01%-0,13% al afo (Terrault, 2013). El riesgo aumenta significativamente en
personas coinfectadas por el VIH sobre todo en hombres que tienen sexo como hombres (HSH)

(Danta, 2007).

1.3.- TAXONOMIA, ESTRUCTURA Y GENOTIPOS DEL VHC.

EL VHC pertenece al género Hepacivirus de la familia Flaviviridae. Es un virus con cubierta lipidica
de unos 40-80 nm de didmetro, que infecta fundamentalmente los hepatocitos. Su genoma estd
formado por acido ribonucleico (ARN) de polaridad positiva y 9,6 kb de longitud, que presenta
un Unico marco de lectura abierto (ORF) de unos 9 kb de le longitud. Flanqueando la ORF en los
extremos 3‘y 5’ se localizan dos regiones no codificantes (UTR) que son necesarias para los

procesos de regulacidn de la replicacion viral (Gottwein et al, 2008).

La traduccidon del genoma viral (ARN-VHC) produce una unica poliproteina de unos 3000
aminodacidos que es escindida mediante proteasas del virus y del huésped en tres proteinas
estructurales (proteina Core, glicoproteina E1 y E2) y en siete proteinas no estructurales (p7,

NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B) (Gottwein, 2008) (Figura 1).

~ 3011 codones
Estructurales No estructurales

4 TR

O. ® o0

| e [ || [ 0l 1 |
Core E1 E2 p7 NS2 NS3  4A 4B NS5A NS5B

1 I |
[ Glicoproteinas Serina proteasa RdRP

Encapsidacion RNA helicasa Fosfoproteina
del genoma

Cisteina proteasa Alteraciones membrana

Canal ionico Cofactor de la
serina proteasa

Figura 1. Virus de la hepatitis C. Estructura del genoma viral. El procesamiento de la
poliproteina se muestra abajo, siendo los circulos negros sitios de reconocimiento para la
escision por la peptidasa y el circulo blanco el péptido de sefializacién para la peptidasa,
las flechas negras corresponden a los sitios de corte de la proteasa viral NS3/4Ay la flecha
blanca muestra el sitio de corte de la autoproteasa NS2. Imagen adaptada de Lindenbach,
2005.
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Dentro de las proteinas estructurales, la del core posee 191 aminoacidos y esta asociada al ARN
del virus formando la nucleocapside, que tiene 30 nm de didmetro. Esta nucleocapside posee
una cubierta lipidica, en parte derivada de las membranas del reticulo endoplasmico del
huésped, donde se encuentran las proteinas E1 y E2 que facilitan la entrada del virus en el

hepatocito a través de receptores celulares (Douam, 2015).

Las proteinas no estructurales juegan un papel fundamental en la replicaciéon y maduracién del

virus. Algunas de las mds importantes son:

NS3: El extremo N-terminal tiene actividad serin-proteasa y el extremo C-terminal
actividad helicasa/NTPasa. El extremo N-terminal estd relacionado con la escision entre

NS3-4A, 4A-4B, 4B-5A y 5A-5B (Bartenschlager, 1993).

NS4A/NS4B: La primera actlia como cofactor de la proteina NS3 y la segunda interviene

en el reclutamiento de otras proteinas virales.

NS5A: No posee aparente actividad enzimatica e interviene en la replicacion viral
modulando distintas sefiales celulares y se relaciona con la respuesta al interferdn

(Macdonald, 2004).

NS5B: Actua como una ARN-polimerasa ARN-dependiente y es la actividad enzimatica

responsable de la replicacion viral (Behrens, 1996).

Debido a que la actividad polimerasa ARN dirigida no presenta actividad 3’exonucleasa
correctora de errores, el VHC presenta tasas de mutacion muy altas durante el proceso de
replicacion viral. Por este motivo, el virus presenta una gran heterogeneidad genética. En 1993
se comunico la existencia de hasta 6 genotipos distintos (Simmonds, 1993), y en 2014 se
confirmé la existencia de un séptimo genotipo (Smith, 2014). A su vez los genotipos se dividen
en subtipos, entre los que destacan como mejor estudiados los subtipos 13, 1b, 2a, 2b, 2c, 3a,
4a, 4d, 5a y 6a. La distribucién de los genotipos del VHC varia en funciéon de los paises, si bien a
nivel global el genotipo 1 es el mas prevalente (44%) seguido del genotipo 3 (25%) y genotipo 4
(15%) (Blach, 2017). No obstante, en algunos paises la distribucion de genotipos se desconoce
todavia (Niebel, 2017). En Espafia el estudio GEHEP 005 demostro que entre los afios 2000-2015
el genotipo mas frecuente era el 1 (66,9%) seguido del 3 (17,3%), el 4 (11,4%), el 2 (2,8%) y
finalmente los genotipos 5y 6 con 0,1% y 0,02% respectivamente, asi como una prevalencia de

coinfeccién con mas de un genotipo del 1,48% (Aguilera, 2017).
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La importancia en la diferenciacion de los genotipos no radica tanto en la evolucion clinica de la
enfermedad -aunque la infeccidén por el genotipo 3 se ha relacionado con un mayor riesgo de
cirrosis y enfermedad hepatica terminal, asi como con una mayor tendencia al desarrollo de
esteatosis (Negro, 2006)- sino en la diferente respuesta al tratamiento antiviral, particularmente

con el basado en interferdn (IFN).
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Figura 2. Distribucién mundial delos diferentes genotipos del VHC.

1.4.- HISTORIA NATURAL DE LA INFECCION POR VHC.

La infeccién por VHC produce una hepatitis aguda (en la mayoria de los casos de escasa
expresividad clinica) que tiende a persistir en el organismo infectado (alrededor del 70% de las
personas que se exponen al virus desarrollaran una infeccidn crénica) y evoluciona a una
hepatitis crénica de intensidad variable con el consiguiente riesgo de progresion de la fibrosis

hepatica, cirrosis y CHC.
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Figura 3. Esquema de la evolucién natural de la infeccién por VHC.

1.4.1.- Hepatitis aguda.

Como ya se ha mencionado, la infeccién aguda por el VHC suele presentarse de forma
oligosintomatica, y por ello no es frecuente su diagndstico temprano. Los sintomas son
inespecificos y recuerdan a un cuadro gripal. En algunas ocasiones los pacientes si presentan
sintomas mas especificos de hepatitis aguda, como la ictericia, coluria o el dolor abdominal. Si
el ARN del VHC persiste mas de seis meses después de la infeccidon aguda la infeccién se puede

considerar crénica (Westbrook, 2014).

Entre un 15-45% de pacientes consiguen aclarar el VHC espontdneamente -sin tratamiento-
antes de los seis meses (World Health Organization, 2018). Se han descrito factores individuales
que favorecen el aclaramiento del ARN viral como la presencia de ictericia, el sexo femenino, y
determinados factores genéticos que incluyen el polimorfismo CC del gen de la IL28B y el alelo
DQB1*0301 del complejo mayor de histocompatibilidad clase Il (Urbani, 2005; Alric, 1997). Por
otro lado, hay también factores que favorecen una mayor persistencia de la infeccién como la

coinfeccién con el VIH (Thomas, 2000).
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El diagndstico se realiza principalmente con la detecciéon de anticuerpos anti-VHC, aunque el
desarrollo de los anticuerpos puede demorarse hasta en un 30% de los pacientes al comienzo
de los sintomas sobre todo en pacientes inmunocomprometidos (Farci, 1991). Una vez que se
ha demostrado la presencia de anti-VHC se debe de confirmar la presencia del virus realizando
una determinacién de ARN viral en suero o plasma, puesto que la presencia de anti-VHC se
encuentra tanto en los pacientes que han aclarado el virus como en los que desarrollan una

hepatitis crénica.

Dado que actualmente hay tratamientos extraordinariamente eficaces que curan la hepatitis C,
el diagndstico precoz de la infeccion y el cribado en poblacién de riesgo deberia ser un objetivo

de todos los sistemas sanitarios.

A pesar del aclaramiento viral (espontdaneo o como consecuencia del tratamiento) el riesgo de
reinfeccion existe si hay una nueva exposicion al virus -sobre todo en poblaciones de riesgo
como los usuarios de drogas y los HSH-, debido al escaso poder neutralizante de los anticuerpos

anti-VHC.

1.4.2.- Hepatitis crénica.

La hepatitis crénica C (HCC) se define por la persistencia del ARN-VHC en suero 6 meses después
de la infeccion aguda (Westbrook, 2014). El VHC progresivamente origina inflamacion y fibrosis
hepatica, que puede evolucionar a cirrosis. El riesgo de desarrollo de cirrosis varia del 15% al
30% tras 20 afios después de la infeccién (Thein, 2008). Se han sugerido diversos factores del
huésped que pueden favorecer la progresion de la fibrosis como el sexo masculino, el consumo
de alcohol, la obesidad, la diabetes tipo 2, la confeccién por VIH o terapias inmunosupresoras

(Westbrook, 2014).

Inicialmente la cirrosis se considera compensada cuando el paciente no presenta las
manifestaciones clinicas que definen la descompensacidon. Posteriormente aparecen las
complicaciones derivadas de la hipertensién portal y de la pérdida de la funcidon hepatica como
ascitis, hemorragia por varices eséfago-gastricas o encefalopatia hepatica (D’ Amico, 2006).
Entre un 5-7% de cirréticos compensados por afio pueden presentar algin tipo de
descompensacion (D’ Amico, 2006). Por otro lado, dentro de las complicaciones que puede
presentar un paciente con cirrosis se encuentra el desarrollo de CHC (riesgo entre 1-4% por afio)

(El-Serag, 2012).

Aunque como se ha dicho previamente la sintomatologia derivada de la enfermedad hepatica

crénica aparece fundamentalmente en pacientes cirréticos descompensados, existen estudios
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que relacionan la infeccidn por el VHC con una peor percepcién de calidad de vida cuando se

compara con la poblacion general (Spiegel, 2005).

A su vez, la infeccidn por el VHC puede presentar otras manifestaciones como el desarrollo de
crioglobulinemia o vasculitis entre otras, son las denominadas manifestaciones extrahepaticas.
Estas manifestaciones aparecen, en parte, por la actividad linfotrépica que tiene el VHC
interaccionando con las células linfoides. EI VHC, ademas, presenta actividad oncogénica y esta
implicado en el desarrollo de algunos tumores como el Linfoma no-Hodgkin de células B (B-NHL)

y el carcinoma papilar de tiroides (Ferri, 2015).

Dado que el desarrollo de fibrosis que ultimamente conduce a la cirrosis es un proceso
progresivo que tarda afios en desarrollarse, la eliminacidon del VHC puede frenar esta progresién.
Es por ello que el desarrollo durante los ultimos afos de fadrmacos con una alta efectividad para
la curacidn de la infeccidon frena la progresion de la fibrosis y en pacientes cirréticos disminuye
el riesgo de descompensaciones. Ello conlleva una significativa disminucion de la

morbimortalidad por hepatitis C.

1.4.3.- Carcinoma hepatocelular.

El CHC es el tumor hepatico maligno mas frecuente y se da prioritariamente en pacientes con
cirrosis. Entre las principales causas se encuentran aquellas que conducen al paciente a
desarrollar una enfermedad hepdtica crdnica o cirrosis, como son las hepatitis virales, el

consumo excesivo de alcohol o las esteatohepatitis no alcohdlicas (NASH).

El VHC se relaciona con la aparicion de CHC en pacientes con cirrosis hepatica y es rara su
aparicién en pacientes sin enfermedad hepatica avanzada. El riesgo de progresién de cirrosis a
CHC varia entre 1-4% anual (El-Serag, 2012). No obstante, el desarrollo de CHC también esta
relacionado con factores individuales como el consumo de alcohol, la coinfeccidn por otros virus
como el de la hepatitis B (VHB) o VIH y la presencia de obesidad y esteatosis entre otros (World
Health Organization, 2017). Respecto a los factores virales, uno de los que presenta en algunos
estudios cierta asociacion con el aumento del riesgo de desarrollo de CHC es la infeccidn por el

genotipo 1b (Raimondi, 2009).

1.4.3.1.- Deteccién precoz.

Dado que el desarrollo de cirrosis predispone claramente al desarrollo de CHC, la realizacién de
programas de deteccidn precoz en esta poblacion mejora la supervivencia por esta causa (Van

Meer, 2015).
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Los programas de deteccidn precoz se basan fundamentalmente en:

-Radiodiagnéstico: La ecografia abdominal ha sido clasicamente la técnica utilizada para el
diagndstico precoz de lesiones sugestivas de CHC. La ecografia presenta una sensibilidad que
varia entre 35-84% (en funcidn del equipo y del operador) y una especificidad del 90% (Peterson,
2001). La tomografia axial computarizada (TAC) y la resonancia magnética nuclear (RMN)
también son utiles para el diagndstico precoz, aunque, por regla general, no se utilizan como
método inicial de cribado porque la ecografia es una técnica inocua, con mayor disponibilidady

mas sencilla y de menor coste.

-Marcadores tumorales: La alfa-fetoproteina (AFP) se ha utilizado clasicamente para la
detencidn precoz del CHC. La sensibilidad y especificidad varia entre 21-64% y 82-93%
respectivamente (Colli, 2006). No obstante, es un marcador que puede elevarse en otras
situaciones como las hepatitis agudas o en tumores germinales. También en la infeccidn por el
VHC la AFP puede encontrarse elevada sin presencia de CHC hasta en un 16% de los pacientes
(Di Bisceglie, 2005). Los datos sobre el coste-efectividad de su uso de forma rutinaria son

controvertidos.

Los intervalos para el seguimiento y la deteccién precoz del CHC se han establecido en seis
meses. Intervalos mas cortos como de tres meses no han demostrado un beneficio clinico
adicional (Trinchet, 2011) e intervalos mas largos se relacionan con una supervivencia menor

(Santi, 2010).

1.4.3.2.- Diagnéstico.

Es fundamental distinguir dos grupos de pacientes para la eleccién de una correcta técnica
diagndstica. Aquellos que presentan un alto riesgo de desarrollar CHC entre los que se incluirian
los pacientes cirréticos, en los que las pruebas de imagen podrian ser suficientes para el
diagndstico, y aquellos sin hepatopatia conocida en la que se va a requerir una muestra de tejido

tumoral para su confirmacidn (Galle, 2018).

Dentro de las pruebas de imagen que se utilizan para el diagndstico tenemos la TAC y la RMN
con contraste multifasico, que se basan fundamentalmente en distinguir mediante contraste los
trastornos vasculares que se producen en la lesién durante el proceso de carcinogénesis. El
patrén radioldgico caracteristico de estas lesiones es la presencia de una hipercaptacién de
contraste en la fase arterial tardia y en lavado en la fase portal y/o tardia (Matsui, 2011). Estos
criterios son aplicables a lesiones mayores de 1 cm. Para las lesiones menores de 1 cm se

recomienda seguimiento mediante ecografia cada 4 meses y si la lesion aumenta de tamanio
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durante ese periodo de seguimiento se recomendaria en ese momento realizar TAC o RMN

(Galle, 2018).

Para el segundo grupo de pacientes, uno de los métodos fundamentales para el diagndstico es
la obtencidon de una puncidn/biopsia de la lesion hepatica. No obstante, hay que considerar que
este método es invasivo y puede presentar complicaciones, aunque el porcentaje de las mismas
es bajo. La biopsia se recomienda fundamentalmente en pacientes con sospecha de CHC que no
presentan hepatopatia crénica y en los pacientes cirrdticos en los que las pruebas de imagen no

se consideran diagnésticas por no cumplir todos los criterios (Galle, 2018).

1.4.3.3.- Tratamiento.

Una vez diagnosticado el CHC y previo al tratamiento se debe definir el estadio del tumor. Para
la estadificacién de las lesiones se han desarrollado varias clasificaciones. Estas clasificaciones
fundamentalmente recogen el tamafio y nimero de lesiones y también el estado general del
paciente y la reserva funcional hepatica. La mds utilizada y aceptada es la denominada
“Barcelona Clinic Liver Cancer” (BCLC). Esta clasificacidn incluye distintas variables prondsticas
como las previamente mencionadas y de acuerdo con ellas establece una modalidad de

tratamiento y la supervivencia media (Bruix, 2015).
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“3 ~ Preserved liver function’,  Preserved liver function', PS 0 unresectable extrahepatic spread End-stage liver function
2 PSO Preserved liver function’, Preserved liver function’, PS 34
PS0 PS 122
» 2-3 nodules
Solitary e
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Optimal surgical
candidate’
[ Transplant
Yes No candidate
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Treatment Ablation Resection Transplant Ablation Chemoembolization Systemic therapy® BSC
Figura 4. Estadificacion de las lesiones y manejo clinico de los pacientes de acuerdo
con la clasificaciéon BCLC.
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Los tratamientos que recoge la clasificacion BCLC son los siguientes:

- Reseccion quirurgica: se indica en los pacientes que presentan estadio 0 o Ay en aquellos que
desarrollan CHC sobre un higado no cirrético. La reseccién esta indicada por tanto en lesiones

nodulares Unicas y en pacientes con buena funcion hepatica y estado general.

-Trasplante hepatico: indicado en pacientes en estadio A con 2-3 nédulos iguales o menores de
3 cm y que cumplen los criterios de Milan para el trasplante junto con una buena funcién

hepatica y estado general.

-Técnicas ablativas: se pueden utilizar en estadios precoces (0 o A) que no son candidatos a
resecciones quirurgicas ni a trasplante hepdtico. Existen dos procedimientos fundamentales de

ablacion:

-Radiofrecuencia (RF): es la técnica mas utilizada y se basa en producir una necrosis
coagulativa del tumor con un anillo peritumoral de seguridad (Galle, 2018). La RF no se
puede realizar si la lesidén se encuentra préxima a la capsula hepatica, 6rganos vecinos o

vasos sanguineos. Tampoco se debe realizar en presencia de ascitis abundante.

-Etanolizacion: consigue la necrosis tumoral del 90% de la lesién en tumores menores
de 2 cm (Livraghu, 1995); sin embargo, no se considera un tratamiento dptimo para
lesiones mayores de 2 cm debido a su capacidad limitada de necrosar el tumor, lo que

puede incrementar la tasa de recurrencia.

-Quimioembolizacién transarterial (TACE): la TACE se considera un tratamiento de eleccion
para pacientes en estadios intermedios (B), que presenten lesiones multinodulares o
irresecables y con buena funcidén hepatica y estado general. Consiste en la canalizacion de la
arteria que irriga al tumor y la inyeccion de sustancias que provocan una isquemia y toxicidad
tumoral. La invasién macrovascular de la porta por el tumor es una contraindicacion (Lo, 2002).
La trombosis portal también se considera una contraindicacién absoluta; no obstante en algunos
pacientes con trombosis parciales o subsegmentarias se puede plantear un tratamiento

selectivo (Silva, 2017).

-Tratamientos quimioterapicos: en la actualidad disponemos de dos tratamientos aprobados
en primera linea para pacientes con estadio avanzado. Se utilizan en los casos de invasidn portal

o diseminacién extrahepatica con buena funcidn hepatica.

Sorafenib: inhibidor de multiquinasa que se encuentran expresadas en el CHC. En un

estudio de fase Ill se demostré un aumento significativo de la supervivencia en los
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pacientes tratados con sorafenib, con una disminucion del 31% en el riesgo relativo de

muerte (Llovet, 2008).

Lenvatinib: inhibidor multiquinasa cuya diana son los receptores del factor de
crecimiento endotelial (VEGFR1-3), receptores de crecimiento fibroblastico (FGFR1-4),
receptores a del factor de crecimiento plaquetario (PDFGR a), RET y KIT (Matsui, 2008).
En términos de supervivencia no se considera inferior al sorafenib, aunque si mejora la

supervivencia libre de progresion (Kudo, 2018).

1.5.- TRATAMIENTO DE LA HEPATITIS C.

El tratamiento de la infeccién por el VHC ha experimentado una gran transformacion en los
Ultimos afios. Tras varias décadas de tratamiento basado en el interferéon y con tasas de
respuesta viral sostenida (RVS) no superiores al 50%, en los ultimos 5 afios se ha producido un
cambio de paradigma con la aparicién de los antivirales directos (AADs), que consiguen tasas de
RVS de mas del 95% . Ello ha abierto la puerta a la eliminacién de la infeccion por VHC desde una

perspectiva de salud publica y ha cambiado el futuro de miles de pacientes.

1.5.1.- Historia del tratamiento.

El primer tratamiento que se comenzd a utilizar hace mds de 20 afios tras el descubrimiento del
VHC fue el interferon alfa en monoterapia. Posteriormente se introdujo el tratamiento
combinado con ribavirina, empleandose finalmente el interferdn pegilado (PEG-IFN)- una forma
de interferén con una vida media mas prolongada- junto con la ribavirina (RBV). Estos
tratamientos eran prolongados (entre seis meses y un afio de duracidn) y en pacientes con
genotipo 1 conseguian tasas de RVS entre el 40-50%, mientras que en los genotipos 2 y 3 los

porcentajes de respuesta eran mejores y alcanzaban el 75-80% de los pacientes.

A su vez, el tratamiento con interferdn presentaba importantes efectos secundarios. El mas
frecuente de ellos es el sindrome pseudogripal, caracterizado por malestar general, artralgias y
mialgias que aparece tras varias horas después de la administracién del farmaco, y se puede
prolongar varias semanas. Otros efectos secundarios frecuentes son las alteraciones
neuropsiquiatricas y las alteraciones hematoldgicas como la leucotrombopenia. La ribavirina
produce hemdlisis, lo que unido a la accidon de mielosupresién que produce el interferén puede
ocasionar anemia (Negro, 2010). Las alteraciones dermatoldgicas también se veian favorecidas
por la combinacién de estos dos farmacos. La ribavirina a su vez tiene efectos teratogénicos por
lo que se recomienda utilizar métodos anticonceptivos durante la toma del farmaco y al menos

6 meses después de su supresién (Ghancy, 2009).
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1.5.1.1.- Primeros antivirales de accion directa.

A principios de esta década se aprobaron para su comercializacién los primeros antivirales de
accion directa denominados telaprevir (TVR) y boceprevir (BOC). Ambos farmacos son
inhibidores de la proteasa NS3/NS4A (IPs). Los dos medicamentos se comercializaron para ser
administrados junto con PEG-IFN y RBV, debido a que no eran eficaces en monoterapia y solo
eran activos para pacientes con genotipo 1. En estos pacientes la RVS se incrementd hasta tasas

del 75%.

Telaprevir: la duracion del tratamiento era de 12 semanas en combinaciéon PEG-IFN +
RBV para posteriormente completar el tratamiento solo con PEG-IFN + RBV durante 12
o 36 semanas mas. El telaprevir se administraba a dosis de 750 mg cada 8 horas. En
algunos estudios de poblacidn nunca tratada se vio un aumento de la RVS en un 30%
(Jacobson, 2011). También se comprobd la mejoria en la RVS en aquellos pacientes que
previamente habian sido tratados con PEG-IFN + RBV y habian recidivado después del

tratamiento (Zeuzem, 2011).

Boceprevir: la pauta de administracion difiere de la utilizada para el telaprevir. Se
recomendaba iniciar el tratamiento con PEG-IFN + RBV al menos 4 semanas previas a
introducir el boceprevir, lo que se conoce como “fase de lead-in”’. De esta forma se
conseguia aumentar la tasa de RVS en un 10% y ademas se podia predecir la posible
respuesta favorable a la introduccién del boceprevir en funcién de la disminucién de la

carga viral. La dosis era de 800 mg cada 8 horas durante 44 semanas (Kwo, 2010).

Dentro de los efectos secundarios mas frecuentes del TVR destaca el rash maculopapular y el
prurito, que puede llegar afectar hasta al 50% de los pacientes tratados, apareciendo
generalmente durante las primeras semanas. El rash suponia la suspensidn del tratamiento
hasta en un 7% de los pacientes (Negro, 2010). La anemia era otro también otro efecto adverso
frecuente de aparicion hasta en un 30% de los pacientes. El principal efecto secundario del BOC
es la anemia hasta en un 49% de los tratados seguido de la disgeusia en un 44% (Ghany, 2011).
No hay que olvidar que estos efectos adversos se afiadian a los que ya presentaban la biterapia
con PEG-IFN + RBV lo que podia suponer una mala adherencia al tratamiento que ademas

presentaba duraciones muy prolongadas.

1.5.1.2.- Antivirales de accion directa de ultima generacion.

Sofosbuvir (SOF): es un inhibidor de la polimerasa NS5B y constituye uno de los farmacos “clave”
para el tratamiento de la hepatitis C. Sofosbuvir tiene actividad pangenotipica y se administra

por via oral (en la actualidad en combinacién con otros antivirales) en pautas que van desde las
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8 a las 24 semanas. La excrecion es fundamentalmente renal y en menor medida por las heces
(EASL., 2018). No obstante, la utilizacién del farmaco en pacientes con insuficiencia renal leve
(FG > 30 ml/min) se considera segura (Desnoye, 2016). Hay que tener especial precaucion con
las interacciones medicamentosas y en consecuencia con la toma concomitante de farmacos
qgue inducen el transportador glicoproteina-P (P-gp) ya que este hecho puede disminuir la
concentraciéon de sofosbuvir (EASL., 2018). En este sentido, se debe ser particularmente cauto
con la administracion de amiodarona ya que se ha demostrado un aumento del riesgo de

arritmias (EASL., 2018).

Sofosbuvir/Ledipasvir (SOF/LDV): ledipasvir es un inhibidor de la proteina NS5A y se administra
junto con sofosbuvir en una forma farmacéutica (400mg/90mg) una vez al dia por via oral. La
funcién hepatica no altera los niveles de ledipasvir en plasma (EASL., 2018) y la insuficiencia
renal leve o moderada no precisa tampoco ajuste de dosis. No obstante, no se ha establecido
con claridad la necesidad de ajuste de dosis en insuficiencia renal grave (EASL., 2018). Este
tratamiento esta indicado para los genotipos 1, 4, 5 y 6 y en algunos casos en genotipo 3.
Ledipasvir también utiliza el transportador P-gp, por lo que todos aquellos farmacos que
pueden disminuir la concentracién plasmatica de sofosbuvir también lo hardn con ledipasvir
(EASL., 2018). Por otro lado, LDV puede ademas disminuir su solubilidad y por tanto su
concentraciéon plasmatica en medios con pH mds alcalino. En este sentido, existen estudios que
demuestran una menor tasa de RVS en pacientes que han recibido dosis elevadas de inhibidores
de la bomba de protones (IBP) (Terrault, 2016). Para los subtipos 1a y 1b la tasa de RVS en datos
de vida real en Espafia se encuentra entre el 95,8-97% (Calleja, 2017). La combinacién de estos
medicamentos se puede indicar tanto en pacientes sin cirrosis como en pacientes cirroticos
compensados y descompensados en duraciones que van desde las 8 a las 24 semanas (Calleja,

2018).

Sofosbuvir/velpatasvir (SOF/VEL): velpatasvir es un inhibidor de NS5A de segunda generacion.
La dosis recomendada es la administracién de un comprimido al dia que contiene 400mg de
sofosbuvir y 100mg de velpatasvir (EASL., 2018). La excrecién biliar es la via fundamental de
eliminacion de velpatasvir y la funcién hepatica no influye en la concentracién plasmatica del
farmaco. En los pacientes con insuficiencia renal grave puede aumentar la concentracion
plasmatica sin que se observen alteraciones clinicas resefiables (EASL., 2018). Las precauciones
para el uso de otros medicamentos de forma concomitante son similares a las de la combinacién
sofosbuvir/ledipasvir e incluyen el uso de inhibidores de la bomba de protones (IBPs). Para los
subtipos 1la y 1b en el estudio ASTRAL 1 se obtuvieron tasas de RVS del 98% y del 99%

respectivamente (Feld, 2015). Por otro lado, sofosbuvir/velpatasvir es una de las combinaciones
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de farmacos mas efectiva para el genotipo 2, con una tasa de RVS del 99% en el estudio ASTRAL-
2. Para el genotipo 3, el mas dificil de tratar, el estudio ASTRAL 3 demostrd una tasa de RVS en
pacientes no cirréticos del 98% y del 91% en cirrdticos sin la utilizaciéon de RBV (Foster, 2015).
La duracidn del tratamiento para todos los genotipos y en pacientes con o sin cirrosis es de 12

semanas (Calleja, 2018).

Sofosbuvir/velpatasvir/voxilaprevir (SOF/VEL/VOX): voxilaprevir es un inhibidor pangenotipico
de la proteasa NS3/NS4A. La combinacion de los tres farmacos se comercializa en un solo
comprimido que contiene 400 mg de sofosbuvir, 100 mg de velpatasvir y 100 mg de voxilaprevir
y se administra una vez al dia con alimentos (EASL., 2018). La excrecién biliar es la principal via
de eliminacidn de VOX (EASL., 2018). Se ha demostrado una mayor concentracidn plasmatica en
pacientes cirréticos en comparacion con aquellos sin cirrosis. Ademds, la concentracidn
aumenta entre 3 y 5 veces en los pacientes cirrdticos con deterioro moderado-grave de la
funcién hepatica y su uso no se recomienda en este contexto clinico (EASL., 2018). Esta
limitacidon es comun a todos los inhibidores de la proteasa (tanto de primera como de segunda
generacioén), como ha puesto de manifiesto una alerta reciente de la FDA. También se produce
un aumento de la concentracién plasmatica en pacientes con deterioro grave de la funcién renal,
aunque sin ser clinicamente relevante (EASL., 2018). En el estudio POLARIS-2 se evalud la tasa
de RVS en pacientes no tratados previamente, con genotipos 1, 2, 4, 5y 6, con y sin cirrosis,
obteniendo tasas de RVS 12 del 95% (Ira, 2017). En el estudio POLARIS-3 se incluyeron pacientes
no tratados previamente con genotipo 3 y se administré sofosbuvir, velpatasvir y voxilaprevir
durante 8 semanas con una tasa de RVS 12 del 96% (Ira, 2017). Esta nueva combinacion de
farmacos reduce a 8 semanas el tratamiento en la mayoria de los pacientes con hepatitis C no
tratados previamente con excelentes tasas de RVS. En nuestro pais esta combinacion esta
autorizada Unicamente para pacientes con fracaso a un tratamiento previo con AADs. El registro
se basa en los resultados de los estudios POLARIS-1 y POLARIS-4 en los que se incluyeron
pacientes tratados previamente con AADs con regimenes que incluian o no inhibidores de
NS5A.Las tasas de RVS después de la administracién de esta combinacién durante 12 semanas

fueron del 96% y del 98% respectivamente (Bourliere, 2017).

Ritonavir-paritaprevir/ombitasvir/dasabuvir: paritaprevir (PTV) es un inhibidor de la proteasa
NS3/NS4A que se administra con dosis bajas de ritonavir (RTV). PTV se metaboliza por la via del
citocromo CYP3A4 y RTV tiene cierta inhibicidn sobre este citocromo (EASL., 2018). Ombitasvir
(OBV) es un inhibidor de NS5A, mientras que dasabuvir (DAS) es un inhibidor débil, no
nucledsido, de la polimerasa NS5B. Estos farmacos se administran en dos comprimidos por

separado: uno contiene ritonavir (50 mg)/paritaprevir (75 mg) y ombitasvir (12.5 mg), y el otro
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dasabuvir (250 mg). El primero se administra en dos comprimidos tomados una vez al dia con
alimentos, mientras que DAS se administra cada 12 horas. Esta combinacién se utiliza para el
tratamiento de los pacientes con genotipos 1y 4. Paritaprevir y ombitasvir se eliminan por las
heces al igual que dasabuvir. La administracion de los tres antivirales es segura en pacientes con
una funcién hepatica preservada, pero no asi en pacientes con deterioro moderado-grave
(EASL., 2018). Por otro lado, se puede prescribir en pacientes con insuficiencia renal,
independientemente de la gravedad del fallo renal (EASL., 2018). Como se ha comentado
previamente, ritonavir es un inhibidor muy potente del CYP3A4 por lo que presenta numerosas
interacciones con otros farmacos que se metabolizan por esta via (EASL., 2018). Como ya se ha
mencionado, es una combinaciéon de farmacos eficaz frente a los genotipos 1 y 4, pero la
aparicién de nuevos AAD mas potentes y pangenotipicos ha supuesto que ya no se utilice ni se

incluya en la guias de utilizacién de AADs (Calleja, 2018).

Grazoprevir/elbasvir: grazoprevir es un inhibidor de la proteasa NS3/NS4A y elbasvir es un
inhibidor de NS5A. Ambos se administran en un solo comprimido al dia que contiene ambos
farmacos (100 mg de grazoprevir y 50 mg de elbasvir) (EASL., 2018) Al igual que la anterior
combinacion se desaconseja su uso en pacientes cirréticos con deterioro moderado/grave de la
funcién hepadtica, pero no en pacientes con insuficiencia renal grave (EASL., 2018).
Grazoprevir/elbasvir estd indicado para el tratamiento de los pacientes con subtipos 1ay 1b que
han recibido o no tratamiento previo con IFN, con tasas de RVS del 99% y 97% respectivamente
(EASL., 2018; Zeuzem, 2018). No obstante, en el subtipo 1la solo se recomienda su uso en
pacientes con cifras de ARN-VHC inferiores a 800.000 Ul/ml (Desnoye, 2016; EASL., 2018). En
genotipo 4 consigue tasas de RVS del 96% en pacientes no tratados previamente, pero su eficacia
es menor en los que si habian recibido tratamiento, por lo que no estd recomendado en este

ultimo grupo (Kwo, 2017; Calleja el al., 2018). La duracién del tratamiento es de 12 semanas.

Glecaprevir/pibrentasvir (G/P): glecaprevir es un inhibidor de NS3/NS4A y pibrentasvir es un
inhibidor de NS5A, ambos de segunda generacién Se administran en combinacién en un
comprimido que contiene 100 mg de glecaprevir y 40 mg de pibrentasvir. La posologia es de 3
comprimidos tomados una vez al dia con alimentos. Como el resto de las combinaciones que
contienen IPs, no se recomienda su uso en pacientes cirrdticos con deterioro moderado/grave
de la funcidn hepatica, pero se puede administrar en insuficiencia renal (EASL., 2018). La
solubilidad de glecaprevir disminuye en pH alcalino y puede disminuir hasta un 64% cuando se
administra junto con omeprazol 40 mg (EASL., 2018). G/P es una combinacion pangenotipica y
se puede utilizar tanto en pacientes tratados previamente con IFN como en no tratados. Las

pautas varian de 8 a 16 semanas (Calleja el al., 2018). En subtipos 1ay 1b la tasas de RVS fueron
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del 98% y 100% respectivamente en pacientes no cirréticos en los estudios de registro (Zeuzem,

Foster, 2018). En pacientes cirrdticos compensados las tasas de RVS en estos genotipos fueron

del 98% y 100% respectivamente (Forns, 2017). También se han demostrado tasas de RVS en

genotipo 2 y 3 del 98% y 95% respectivamente en pacientes no cirrdticos con pautas de

tratamiento de 8 semanas (Saxena, 2016; Foster, 2017).

Pacientes no cirroticos
Pacientes | Experiencia tratamiento previo | SOF/VEL
naives
Gen la
Experimentados a IFN
Gen 1b : naives
Experimentados a IFN
nai
Gen 2 : aives
Experimentados a IFN
naiv
Gen 3 - o
Experimentados a IFN
naives
Gen 4 -
Experimentados a IFN
GenS : naives em |
experimentados a IFN
nai
Gen 6 - —_
Experimentados a IFN
Pacientes con cirrosis compensada
Pacientes Experiencia tratamiento previo | SOF GLE/PIB LDV/SOF EBR/RZR
naives
Gen la
Experimentados a IFN
naives
featn experimentados a IFN
naives
2
" Experimentados a IFN
naives
S Experimentados a IFN
naives
Sens Experimentados a IFN
GensS naives
Experimentados a IFN
naives
" Experimentados a IFN

de dafio hepdtico.

Tabla 1. Pautas de tratamiento con los diferentes AADs de ultima generacién en base al
genotipo viral infectante, la experiencia previa de tratamientos basados en IFN, y el grado
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1.5.2.- Tratamiento de poblaciones especiales.

Como ya se ha mencionado, la mayoria de pacientes infectados por el VHC pueden ser tratados
con algunas de las combinaciones de AADs descritas previamente, con tasas de RVS préximas al
100%. No obstante, existen algunos supuestos en los que tendremos que tener especial
precaucién a la hora de elegir correctamente la pauta de tratamiento: no todos los AADs
presentan el mismo metabolismo hepatico o renal, y ello supone que en situaciones de

insuficiencia hepatica o renal grave se debe elegir la combinacion mas adecuada.

Insuficiencia renal grave: En los pacientes con un aclaramiento de creatinina menor de
30/ml/min/1.73m? se recomienda el uso de elbasvir/grazoprevir para los genotipos 1y
4,y glecaprevir/pibrentasvir para todos los genotipos (Calleja, 2018). Se deben de evitar
por tanto regimenes de tratamientos basados en sofosbuvir, porque este farmaco se
elimina por via renal (Saxena, 2016). En pacientes con aclaramientos de creatinina y/o
filtrado glomerular por encima de esa cifra no sera necesario restringir farmacos (Calleja,

2018).

Cirrosis descompensada: en estos pacientes los regimenes terapéuticos se basan en la
utilizacion de sofosbuvir con un inhibidor de NS5A y se debe evitar el uso de inhibidores
de la proteasa. Se pueden utilizar por tanto sofosbuvir/ledipasvir vy
sofosbuvir/velpatasvir. Se recomienda no obstante la combinacidon con velpatasvir
durante 12 semanas asociado a ribavirina porque presenta tasas de RVS mayores que
los de la combinacion sofosbuvir/ledipasvir. Si no es posible la asociacién con ribavirina

se debera prolongar el tratamiento hasta las 24 semanas (Calleja, 2018).

Trasplante hepatico: Las pautas de tratamiento recomendadas incluyen
sofosbuvir/velpatasvir, sofosbuvir/ledipasvir y/o  glecaprevir/pibrentasvir.  Se
recomienda administrar los tratamientos durante 12 semanas y se deben monitorizar
los niveles de los farmacos inmunosupresores en los tratamientos basados en G/P

(Calleja el al., 2018).

1.5.3.- Fracaso al tratamiento y resistencias a los AAD.

Aunque con los tratamientos actuales se consiguen tasas de curacion cercanas al 100%, queda
un pequeiio porcentaje de pacientes que presenta recaida tras suspender el tratamiento. Estos
pacientes, aunque pocos, suponen un reto terapéutico y ya las guias incluyen terapias de rescate

para ellos.
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El VHC presenta una alta tasa de replicacién y ello, unido a la escasa capacidad de correccion de
errores por la ARN polimerasa en la codificacidon de nuevos viriones, lleva a la generacién de un
elevado numero de variantes del VHC (Bartenschlager, 2000). La mayoria de estas variantes del
VHC se encuentran de forma minoritaria en el huésped, pues o bien no consiguen replicarse de
forma déptima o son eliminadas (Gregori, 2013). Esto supone que un mismo paciente tenga una
poblacién muy diversa de cuasiespecies del virus, si bien siempre va a predominar una variante

mayoritaria (secuencia master) y el resto son minoritarias (Ahmed, 2015).

La presencia de esta diversidad de cuasiespecies hace que el VHC se pueda “adaptar” al huésped,
pudiendo predominar en cada momento la variante que se adapte mejor al entorno (Ahmed,
2015). Este fenomeno favorece que cuando se administra un tratamiento se elimine una

variedad de cuasiespecie, pero se favorezca el crecimiento de las resistentes (Kieffer, 2010).

Una de las hipdtesis que se postulan para explicar la resistencia de estas variantes es la
presencia de sustituciones de aminoacidos que pueden provocar cambios conformacionales en
los lugares de unién de los farmacos, impidiendo su accion (Halfon, 2011). Estas cuasiespecies
que presentan resistencia a los antivirales son diferentes en funcién del genotipo. A
continuacién se analizardn las mutaciones mas frecuentes en funcién del fdrmaco empleado

como antiviral.

1.5.3.1.- Inhibidores de la proteasa NS3/NS4A.

Los primeros farmacos aprobados de esta clase fueron, como se ha mencionado previamente,
boceprevir y telaprevir. En distintos estudios se comprobd la presencia de variantes asociadas a
resistencia en un 8.6% de pacientes no tratados con genotipo 1lay en un 1.4% de pacientes con
genotipo 1b (Kuntzen, 2008). Algunas de las variantes que se identificaron con resistencias a

telaprevir fueron: T54A/S, V36A/M, R155K/T y A156S/T (Kieffer et al, 2012).

La segunda generacion de farmacos de esta clase incluye el simeprevir, paritaprevir y
asunaprevir. Dentro de las mutaciones mas frecuentes que se pueden encontrar de forma
natural en el genotipo 1 y que confieren resistencia a estos tratamientos es la Q80K (Sarrazin,
2016). Dentro del genotipo 1 esta mutacidon se encuentra casi en exclusiva en el genotipo 1a
con importante variacidon geografica: la mutacién Q80K estd presente hasta en un 48% de
pacientes infectados con el genotipo 1a en Norte América y un 19% de pacientes en Europa

(Sarrazin, 2015; Sarrazin, 2016).

En algunos estudios se ha demostrado una pérdida de susceptibilidad a la accidn del simeprevir

en relacion con la mutacion Q80K de hasta 10 veces inferior (Bae, 2010). Aunque
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mayoritariamente esta mutacién se encuentra en el genotipo 1, también se ha descrito en el

genotipo 5 (Sarrazin, 2016).

Otras variantes asociadas a la resistencia a simeprevir en genotipo 2 y 3 son la S122R y D168Q
respectivamente, sin embargo en los genotipos 4 y 6 no se han detectado variantes asociadasa

resistencias relevantes (Vallet, 2011; Lenz, 2013; Sarrazin, 2016).

Todos los inhibidores de la proteasa NS3 se unen al sitio activo, pero presentan diferentes tipos
de afinidad en funcién del genotipo, del subtipo y de las variantes asociadas a resistencias. Este
hecho puede explicar la diferente eficacia que presentan estos farmacos (mayor en genotipo 1
y menor en genotipo 3). Por otro lado, la mayoria de los inhibidores de la proteasa presentan
una barrera genética baja y ello es una caracteristica de clase, que se relaciona con la aparicién
temprana de variantes asociadas a resistencia que pueden hacer fracasar el tratamiento

(Sarrazin, 2016).

1.5.3.2.- Inhibidores de NS5A

Las resistencias descritas para estos farmacos aparecen entre un 0.3%-2.8%. No obstante, se
han descrito algunas variantes mas frecuentes como la L31M y la Y93H, con unas prevalencias
de 2,1-6,3% y de 3.8-14.1% respectivamente en genotipo 1b. En algunos estudios en los que se
ha utilizado secuenciacidon masiva se han observados variantes asociadas a resistencia con una
frecuencia de aproximadamente el 16% (Sarrazin, 2014; Sarrazin, 2016). La mayoria de las
variantes asociadas a resistencia se han descrito para el genotipo 1. Ademas al contrario que en
las mutaciones de NS3/proteasa, las variantes resistentes de los inhibidores de NS5A

permanecen mas tiempo detectables (Sarrazin, 2016).

Otra particularidad que demuestra la regidn NS5A diferente de la NS3 es que presenta una
zona de uniodn a los inhibidores mas conservada, lo que confiere una actividad mayor frente a
distintos genotipos (Bartenschlager, 2013). Aunque la mayoria de estudios se han realizado en
genotipo 1, en el caso de ledipasvir se necesita una concentracion muy elevada de farmaco “in

vitro” para la inhibicion de la replicacién de los genotipos 2 y 3 (Sarrazin, 2016).

Los inhibidores de NS5A de primera generacion presentan una barrera de resistencia baja en
monoterapia, seleccionando rapidamente variantes asociadas a resistencia. Los inhibidores de
NS5A de segunda generacion como velpatasvir, pibrentasvir y elbasvir tienen una barrera

genética mas elevada (Yeh, 2013; Sarrazin, 2016)
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1.5.3.3. Inhibidores de NS5B.

Dentro de los inhibidores de la polimerasa NS5B tenemos que distinguir los no-nucledsidos
como el dasabuvir y los andlogos de nucledtidos como el sofosbuvir. Por definicidn, los primeros
tienen una barrera genética baja, mientras que los nucledtidos tienen un umbral de aparicion

de resistencias mucho mayor.

Dentro del primer grupo se observan algunas variantes asociadas a resistencia que pueden
ocurrir hasta en un 35% como la mutacion C316N en genotipo 1b. Como en anteriores farmacos,
se dispone de datos sobre todo de genotipo 1; no obstante, en genotipos del 2 al 5 la variante
S556G tiene una prevalencia de entre un 97-100%. No se conoce de forma exacta la duracién
que pueden presentar estas variantes resistentes, pero hay algunos datos que indican que

pueden presentarse durante un periodo largo de tiempo (Sarrazin, 2016).

Dasabuvir presenta en algunos estudios actividad antiviral reducida cuando se administra en
monoterapia (Gaultier, 2011). Ademds, hay algunas evidencias que indican que dasabuvir es

inactivo frente a la polimerasa de los genotipos 2,3 y 4 (Kati, 2015).

Entre los andlogos de los nucledtidos el sofosbuvir es el farmaco principal y del que se dispone
de mas informacion. Dentro las variantes asociadas a resistencia, S282T es la mas conocida para
este farmaco. Aunque muchos estudios demuestran la resistencia in vitro, en estudios de vida
real se ha visto que la implicacién de esta variante en fracasos a tratamiento no ha sido tan
relevante (Gane, 2013). Otras variantes que también se han asociado a resistencia son L159F y
V321A (Gontcharova, 2014). In vitro también se ha descrito la mutacién L320F, aunque la
relevancia es mayor cuando se encuentran L159F y L320F juntas en la mima variante
(Svarovskaia, 2016). La mutacién C316 se encuentra muy cerca de la triada catalitica de NS5B

polimerasa y dificulta la unién de sofosbuvir (Donaldson, 2015).

En pacientes con fallo al tratamiento con sofosbuvir en los que se detecta la variante $282T, la
persistencia de estas variantes de forma dominante en el huésped es solo de semanas, y
posteriormente vuelven a presentar las variantes nativas previas (Hedskog, 2015). El sitio de
unién de sofosbuvir a la NS5B polimerasa se encuentra muy conservado en todos los genotipos

y de ahi su potente accion pangenotipica (Gane, 2013; Sarrazin, 2016).

1.5.3.4. Sistemas de identificacion de mutaciones de resistencia.

Como se ha expuesto previamente, la aparicion de variantes asociadas a resistencia es muy
variable en funcién de la diana antiviral que utilicemos y la barrera de resistencia del farmaco

antiviral. Por otro lado, los hallazgos in vitro no se corresponden posteriormente con los datos
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gue se obtienen en vida real en algunos casos. Dadas estas multiples variables, cuando un
paciente presenta un fracaso al tratamiento debemos analizar qué tipo de farmacos hemos
utilizado, para o bien utilizar otras dianas virales, o bien utilizar farmacos con una barrera de
resistencia mayor. También es conveniente saber si el paciente ha cumplido correctamente con
la toma de los farmacos y si han podido existir interacciones con otros medicamentos que

hicieran perder efectividad a los antivirales.

Los estudios de resistencias previos al inicio del tratamiento no estan indicados ni son coste-
efectivos, desde el momento en que la mayoria de los pacientes (mas del 95%) van a alcanzar
RVS. En los pacientes que presentan fracaso al tratamiento (en los que se da por hecho la
existencia de resistencias) existen alternativas eficaces como la mencionada combinacién
SOF/VEL/VOX (95% de RVS en este grupo), pero en determinados casos puede ser interesante

determinar esas variantes.

La identificacidn, en consecuencia, de variantes de resistencia al tratamiento con AADs es un
factor a considerar en la monitorizacién de la respuesta antiviral en los pacientes con fracaso
viroldgico (Halfon, 2012) . Sin embargo, y desde un punto de vista técnico, no es un problema
sencillo de abordar. Dado que no se dispone de sistemas comerciales de identificacion de
mutantes de resistencia al VHC similares a los disponibles para el caso del VHB o del VIH, estos
estudios se realizan con técnicas de secuenciacidon masiva, que son costosos y requieren
bastante tiempo para su realizacién. Por otro lado, y especialmente importante, esta la dificultad
de interpretacion de los datos generados (Capobianchi, 2013; Chen, 2019). El nivel de
profundizacion del andlisis depende del experimentador, permitiendo el analisis de entre
cientos a miles de secuencias de una misma muestra. El procesamiento de la informacién
obtenida es muy complejo y requiere en la mayoria de los casos la intervencién de personal
especializado en andlisis bioestadistico y bioinformatico. Por otro lado, la significacién clinica de
los resultados no es siempre facil de trasladar; asi, diversos estudios de pirosecuenciacién han
confirmado la presencia de mutaciones de resistencia al tratamiento con IPs en un alto
porcentaje de muestras basales de pacientes naive. Estos resultados se deben a que
practicamente todas las variantes puntuales de cada posicion del genoma existirian en la

cuasiespecie antes del inicio de cualquier tratamiento.

Por los motivos anteriormente descritos, es interesante la utilizacidn de técnicas con niveles de
sensibilidad intermedios entre las técnicas de analisis poblacional de productos amplificados
(deteccidn de variantes con una riqueza de aproximadamente el 25% del total) y las técnicas de

secuenciacién masiva. Entre las estrategias mas interesantes cabe destacar la técnica de Cold-
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PCR, recientemente desarrollada, que permite incrementar la sensibilidad de deteccidén de
especies minoritarias de acidos nucleicos entre 100-1000 veces con respecto a las técnicas de
amplificacidn estandar (Li, 2008). En estas condiciones se consigue la deteccidn de secuencias
en una riqueza relativa de entre el 1- 0,01%. La técnica de Cold-PCR ha sido ensayada con éxito
para la identificacion de secuencias de células tumorales y para la identificacion de secuencias
virales (Li, 2008). Se basa en la realizacidon de una reaccion de PCR utilizando temperaturas de
desnaturalizacién bajas. En una mezcla de acido nucleicos, una cadena de ADN minoritaria
hibridard con mas probabilidad con una cadena de la especie mayoritaria que con su
complementaria perfecta. Se forman asi heteroduplex con una temperatura de
desnaturalizacidon (Tm) inferior a los homoduplex, que permite realizar la desnaturalizacién a
baja temperatura. Durante la repeticion del proceso se consigue un enriquecimiento progresivo
de las cepas minoritarias de la poblacidny un empobrecimiento de las cepas mayoritarias (Figura
5). El andlisis de los productos amplificados puede hacerse mediante secuenciacidn poblacional
o mediante analisis de las curvas de desnaturalizacion de los productos generados, que permiten

un analisis muy rapido y econdmico de la complejidad del producto amplificado.

Desnaturalizacion ADN
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Figura 5. Esquema de ciclos de temperatura de la técnica de Cold-PCR. La desnaturalizacion
selectiva a baja temperatura permite que desnaturalicen Unicamente los heteroduplex
formados por dos variantes diferentes de ADN que hibridan de modo imperfecto. Por el
contrario las hibridaciones entre cadenas de ADN perfectamente complementarias no
desnaturalizarian y no serian susceptibles de continuar el proceso de amplificacion.

1.5.4.- Reservorios potenciales de infeccion.
El concepto de curacidn de la infeccidn en los pacientes tratados es de gran importancia clinica

porque garantiza la erradicacidon de la infeccidn del organismo infectado y la imposibilidad de
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reactivaciéon incluso en las condiciones mas desfavorables como las situaciones de
inmunosupresion (Lin, 2008). Por este motivo, cada vez mas trabajos analizan la correlacion
entre RVS y erradicacidn (Seef, 2013). Los datos histdricos de seguimiento de los pacientes
respondedores al tratamiento con PEG/RBV apoyan la idea de la erradicacién. En este sentido,
una revision exhaustiva de 4288 pacientes respondedores, procedentes de 44 estudios clinicos,
demostré que el 97% de los pacientes mantenian la respuesta viroldgica durante periodos de
seguimiento que oscilaban entre 1-10 afios, al tiempo que se verificaba una mejoria de la
enfermedad hepadtica, disminuyendo asimismo la incidencia de hepatocarcinoma y de
mortalidad asociada a cirrosis y hepatopatia terminal. Si bien estos resultados confirman la
curacién en la mayoria de los pacientes tratados, un pequeio porcentaje (3%) sufrié reaparicion
de la infeccién por VHC (Welker, 2005). Aunque no se puede descartar que la reinfeccién de
novo en pacientes que mantienen practicas de riesgo esté en la base de algunas de estas
reapariciones (Aitken, 20087), el analisis comparativo de secuencias virales entre las muestras
basales y las de la recaida, confirma que en la mayoria de los casos se trata de procesos reales
de reactivacion de la infeccidn. Estos resultados confirmarian la posible existencia de reservorios
de infeccion del VHC en un pequefio porcentaje de pacientes respondedores al tratamiento con
IFN, bien a nivel hepatico (Radkowski, 2005), bien a nivel extrahepatico. La posibilidad de Ia
existencia de reservorios extrahepaticos es especialmente importante, porque la consecucion
de RVSy la mejoria de los marcadores clinicos hepaticos Unicamente aportan informacidn acerca
de la presencia del virus a nivel hepatico, pero no a nivel de otros tejidos, por lo que su incidencia
podria estar subestimada. Con los AADs las cosas pueden ser diferentes, porque la rdpida y
potente supresion de la replicacién viral podria permitir también la eliminacién de los

reservorios extrahepaticos.

Uno de los tipos celulares potencialmente candidato a actuar como reservorio de la infeccién
por el VHC son los linfocitos, en base a evidencias clinicas indirectas y a datos de identificacion
de secuencias de VHC en células linfoides. En cualquier caso, el posible linfotropismo del VHC es
un aspecto muy controvertido y no ha sido esclarecido. Una de las evidenciasclinicas indirectas
a su favor es la relacidn causal entre la hepatitis crénica C y el desarrollo de trastornos
linfoproliferativos, como el linfoma no Hodgkin de células B (Zuckerman, 1997). Entre los
mecanismos patogénicos de desarrollo de B-NHL se han propuesto mecanismos directos
relacionados con la infeccién del VHC de linfocitos-B, como la sobre-expresion de Bcl-2, y la
inhibicién de la apoptosis inducida por p53 y c-myc. Apoyando la idea del linfotropismo del VHC,
el genoma viral se ha identificado en monocitos/macréfagos, linfocitos B (Bare, 2005) y en

células dendriticas (Goutagny, 2003) de pacientes con hepatitis crénica C sin evidencias de
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trastornos linfoproliferativos. Sin embargo, muchos autores sostienen que la identificacion de
secuencias virales en diferentes tipos celulares no implican necesariamente un papel en el
proceso de reinfeccién después de la respuesta (Veerapu, 2011), e incluso en algunos casos se
sugiere que las particulas virales identificadas no reflejan una infeccién real, sino una mera
adsorcion de particulas virales circulantes a la superficie de las células B (Fujiwara, 2013),
poniendo asi en duda el posible linfotropismo del virus. Apoyando la idea de replicacion efectiva
del VHC a nivel linfocitario, el andlisis de secuencias en higado y CMSPs ha confirmado la
presencia de poblaciones diferenciales de virus entre ambos compartimentos, sugiriendo asi la

replicacion y evolucidn independiente del virus en ambos compartimentos (Maggi, 1999).

1.5.5.- Antivirales de accidn directa y hepatocarcinoma.

La aparicion de los AADs ha supuesto una revolucién en el abordaje de la infeccion por VHC. La
curacion de la infeccion interrumpe la progresion de la lesidon hepatica, reduce la incidencia de
descompensaciones y la morbimortalidad por enfermedad hepdtica, y disminuye los
requerimientos de trasplante. Sin embargo, en los ultimos afos algunos autores han llamado la
atencion sobre el riesgo de un incremento de la incidencia de hepatocarcinoma en los pacientes

tratados con AADs, especialmente en el caso de las recurrencias tumorales.

El grupo espafol encabezado por Maria Reig, et al. realizd un estudio para comprobar la
recurrencia de CHC en 58 pacientes tratados con AADs. Después de un tiempo de seguimiento
de 5,7 meses se observé un 27,6% (n=16) de recurrencia radiolégica en estos pacientes (Reig,
2016). Para intentar explicar este fendmeno se ha sugerido la pérdida de la regulacion inmune,
puesto que los pacientes infectados por el VHC presentan un estado proinflamatorio y al ser
tratados con AADs se produce una rapida negativizacion de la viremia C con una resoluciéon
abrupta de la respuesta inmune, lo que puede favorecer un crecimiento de lesiones tumorales.
En contraste, este hecho no se produciria en pacientes tratados con pautas de IFN, en los que la
supresion de la viremia es progresiva y ademads el IFN presenta un efecto estimulante sobre el
sistema inmune del paciente (Reig, 2016). Por otra parte, se ha sugerido un papel del microARN
122, que presenta una regulaciéon negativa con los AADs y seria responsable de la regulacidn
negativa de la angiogénesis, tumorogénesis y metdstasis intrahepdaticas (Tsai, 2009; Waring,

2016).

Muchos de estos estudios, como el mencionado previamente, hablan sobre todo del riesgo de
recurrencia de los pacientes que ya habian sido diagnosticados de CHC, pero también es

interesante conocer la incidencia de hepatocarcinoma de novo en pacientes tratados con AADs.
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En 2018 Nahon P, et al publicaron un estudio en el que se incluyeron 1270 pacientes con cirrosis
por VHC y los clasificaron en tres grupos: pacientes tratados con AADs, pacientes tratados con
regimenes de IFN con RVS y pacientes sin tratamiento con AADs ni RVS con IFN. A todos ellos
se les realizd un programa de deteccidn precoz de CHC con ecografia cada 6 meses. A los tres
anos de seguimiento el grupo de pacientes tratados con AADs presenté una incidencia de CHC
del 5.9%, los de IFN un 3.1% y los no tratados del 12.7%. El estudio concluyé que si bien la
incidencia a priori parece mayor en los tratados con AADs, las caracteristicas de los pacientes de
este grupo (mayor edad, peor funcidon hepatica y comorbilidades) comparados con los tratados

con IFN pueden explicar este hecho (Nahon, 2018).

En otro estudio retrospectivo publicado en 2017 por Kanwal F, et al en el que se estudiaron
22500 pacientes tratados con AADs, 19518 presentaron RVSy 2982 no la consiguieron alcanzar.
Observaron la presencia de 271 casos de CHC, objetivando que los pacientes con RVS tenian
menos riesgo que los no respondedores (0.90 vs 3.45 CHC/100 personas afio). Los pacientes con
cirrosis presentaban la incidencia mas alta. Los autores concluyeron que la terapia con AAD

reduce el riesgo de desarrollo de CHC (Kanwal, 2012).

En 2017 Waziry R. et al. realizaron un meta-analisis recopilando un total de 41 estudios con una
n de 13.875 pacientes. En este estudio se analizaron tanto los casos de hepatocarcinoma
recurrentes como los incidentes e incluyeron también a los pacientes tratados con interferén.
Cuando se compararon ambos grupos y se ajustaron por tiempo de seguimiento y edad se
comprobé que el riesgo de CHC, tanto recurrente como incidente, no era mayor en los tratados

con AADs que en los que recibieron IFN (Waziry, 2012).

Las teorias que se han postulado a favor de un mecanismo pro-oncogénico de los AADs incluyen
como se ha comentado previamente una desregulacién inmune o alteraciones en el microARN

122. Otros estudios sugieren que los AADs pueden producir una alteracion en las células natural
killer (NK) (Seri, 2016), o un aumento del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)
incrementando el riesgo de recurrencia de CHC (Zhu, 2011). Respecto a este Ultimo punto en
2016 Villani R, et al realizaron un estudio en 103 pacientes monitorizando los niveles de VEGF y
otras interleucinas durante y después del tratamiento con AADs. Estos autores observaron el
aumento de VEGF hasta 4 veces tras cuatro semanas de tratamiento, volviendo a sus niveles
basales tras finalizarlo. A su vez observaron una disminucién de la interleucina 10 y del factor de
necrosis tumoral alfa durante el tratamiento (Villani, 2016), asi como desregulacion en la

actividad aurora quinasa B implicada en citocinesis (Madejon, 2015).
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1.5.6.- Calidad de vida percibida relacionada con la infeccion por VHC.

1.5.6.1.- Concepto de calidad de vida.

La OMS definié el concepto de salud inicialmente como ““estado de bienestar fisico, mental y
social y no unicamente la ausencia de enfermedad”’ (World Health Organization, 1946). No
obstante, con el paso del tiempo este concepto ha necesitado ampliarse estableciendo el
concepto de calidad de vida. Este se define a su vez por la OMS como ““la percepcion individual
de nuestra posicion en la vida en el contexto de la cultura y los sistemas de valores en los que
vivimos y en relacion con sus objetivos, expectativas, estdndares y preocupaciones’ (World

Health Organization, 1996).

Como vemos, este concepto ahonda en la percepcién subjetiva del entorno por parte del
individuo y de su propia posicidn dentro de ese entorno. Por lo tanto, la calidad de vida no puede
medirse Unicamente mediante criterios médicos de salud o enfermedad, dolor o ausencia del
mismo. La percepcion de la calidad de la vida debe evaluarse en multiples esferas de la viday en
como cada suceso puede afectarlas. La OMS propone la evaluacidn de las siguientes esferas:
fisica, psicoldgica, grado de independencia, relaciones sociales y entorno y espiritual. A su vez,
cada esfera la subdivide en varias facetas. El intento de realizar una medicidn de la calidad de
vida es importante pues como refiere la OMS “"La evaluacion de la calidad de vida puede servir
de medida de los resultados en la investigacion relativa a los beneficios comparativos de los

diferentes métodos terapéuticos’’(World Health Organization, 1996).

Durante los ultimos afos se han desarrollado numerosos estudios en los que se relaciona la
calidad de vida percibida por los sujetos durante distintos procesos patoldgicos, asi como tras la
realizacion del tratamiento o tratamientos que pueden mejorar o empeorar esa percepcion.
Estas herramientas nos permiten no solo evaluar la percepcién de la calidad de vida de los
sujetos de forma individual en distintos procesos y situaciones, sino que también podemos
evaluar la calidad de vida a nivel poblacional y realizar estudios comparativos entre distintas

areas.

1.5.6.2.- Instrumentos de medida de la calidad de vida

Como hemos visto, la calidad de vida es un concepto muy amplio y con un alto componente
subjetivo para el sujeto. Por ello, el desarrollo de instrumentos para poder cuantificar esta
percepcion es complejo. Generalmente la evaluacidn se realiza mediante cuestionarios en los
qgue se formulan varias preguntas con distintas respuestas. Estas preguntas se relacionan con

distintas dimensiones que miden distintos aspectos de la calidad de vida.
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Los instrumentos que miden la calidad de vida persiguen tres propdsitos (Badia, 2004):

-Discriminar entre los pacientes que perciben una mejor y una peor calidad de vida.

-Evaluar la variacién en la percepcién de calidad de vida de un individuo en dos momentos

distintos (por ejemplo tras un determinado acto terapéutico)

-Predictivo, pues intenta conocer la futura calidad de vida con datos actuales.

Ademads, estos instrumentos deben tener las siguientes caracteristicas para que los datos que se
obtienen de ellos sean adecuados para uso en la prdctica clinica: A) viabilidad; B) fiabilidad a tres
niveles (fiabilidad test-retest, intra e interobservador y fiabilidad interna); C) validez a nivel de

contenido, constructo y criterio; D) sensibilidad al cambio; y E) significacidn clinica.

Los instrumentos mas ampliamente utilizados son los genéricos, pues se pueden aplicar a la
mayoria de individuos, teniendo en cuenta multiples dimensiones (Badia, 2004107). Algunos de
los mds conocidos son: Euro Qol-5D-5F, SF-36, WHOQOL-100 y WHOQOL-BREF (desarrollado por
la OMS), Perfil de Salud de Nottingham y Perfil de las Consecuencias de la Enfermedad. Por otra
parte, en ciertas patologias o situaciones podemos encontrar cuestionarios especificos,

centrados Unicamente en algunas dimensiones (Badia, 2004).

1.5.6.3.- Calidad de vida en pacientes con hepatitis C.

Los pacientes con hepatitis C aparte de presentar manifestaciones tanto hepdticas como
extrahepaticas pueden presentar una percepcion alterada sobre su calidad de vida. La mejoria
en la percepcion de la calidad de vida deberia ser uno de los objetivos a conseguir con la curacion
de la infeccion por VHC. Para medir la calidad de vida percibida por estos pacientes puede

utilizarse alguno de los instrumentos de medicién genéricos antes expuestos.

En el afio 2005 Spiegel et al. realizaron una revision sistematica de los estudios que evaluaban
la calidad de vida en pacientes con hepatitis C y observaron que en el cuestionario genérico SF-
36 los pacientes que conseguian RVS tras tratamiento obtenian una mejor puntuacién y por
tanto una mejor percepcién en la calidad de vida que los pacientes no respondedores. Los
autores concluyeron que la infeccién crénica por el VHC tiene efectos negativos en los aspectos

fisicos, sociales y salud mental, y todos ellos mejoran con la RVS (Spiegel, 2005).

Hay que recordar que este estudio se realizd cuando el tratamiento de la enfermedad consistia
en terapias basadas en IFN-PEG vy ribavirina. Estos farmacos se caracterizaban por su larga
duracidn y la mala tolerancia relacionada con los efectos adversos y ello influia en la calidad de

vida percibida.
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En el 2018 Huang R. et al. realizaron un estudio observacional en China con 997 pacientes con
hepatitis crénica C a los que se les entregd el cuestionario genérico EQ-5D y la escala visual
EuroQOL. Tras el andlisis de los resultados los investigadores concluyeron que hay una
asociacidén negativa entre la calidad de vida percibida y los sintomas de disconfort y depresién

gue presentaban los pacientes (Huang, 2018).

En la revisidn de la literatura existen multiples estudios realizados con distintos cuestionarios
genéricos y especificos en distintos grupos poblacionales. La mayoria de estos estudios
concluyen que la infeccién crénica por VHC produce un empeoramiento en la percepcion de
calidad de vida de estos pacientes. Las dimensiones mas afectadas son variables en funcién del
tipo de cuestionario utilizado. Hay que indicar que muchos de estos estudios incluyen pacientes
con cirrosis hepatica establecida y son las complicaciones y descompensaciones de la
enfermedad una clara causa de empeoramiento en la percepcidn de calidad de vida, pero a su

vez son pocos los estudios en los que Unicamente se incluyen pacientes sin cirrosis hepatica.
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El objetivo principal de este trabajo es evaluar el impacto global del tratamiento de la hepatitis
crénica C con antivirales de accién directa de ultima generacién, sobre la respuesta viroldgica,

la evolucidn clinica y el efecto sobre la percepcidn de calidad de vida de los pacientes.
Para ello se desarrollaron los siguientes objetivos:

1. Estudio de la efectividad del tratamiento antiviral con AADs de ultima generacién
en una cohorte de pacientes con hepatitis crénica C, monoinfectados, atendidosen

un hospital universitario de tercer nivel.

Objetivo secundario 1: con el objeto de determinar si la identificacion temprana
de variantes virales de resistencia tiene un potencial uso clinico, se
desarrollé/optimizéd una técnica de amplificacion fria (Cold-PCR) para la
identificacion de variantes virales minoritarias portadoras de mutaciones de

resistencia a tratamiento.

Objetivo secundario 2: con el objeto de determinar si la consecucién de RVS
supone la eliminacién del VHC en potenciales reservorios extrahepaticos, se
analizd la cinética de eliminacion y potencial persistencia del VHC en CMSPs en

una subpoblacién de pacientes tratados con AADs

2. Estudio de la evolucién clinica de la enfermedad hepatica tras la eliminacién del
VHC, centrada especialmente en los pacientes con enfermedad hepatica avanzada

(F4).

3. Andlisis de la recurrencia de hepatocarcinoma y/o desarrollo de novo de canceres

hepaticos o extrahepaticos tras la curacion de la infeccién por VHC.

Objetivo secundario 3: con el objeto de identificar potenciales marcadores de
riesgo de progresion del CHC tras el tratamiento, se analizaron factores
moleculares potencialmente implicados en el desarrollo de CHC, como la

composicion alélica de la actividad AURKB celular.

4. Evaluacién de la percepcion de mejora de calidad de vida en los pacientes

asintomaticos respondedores a terapia antiviral.
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3.1.- DISENO GLOBAL DEL ESTUDIO.

El trabajo ha sido disefiado como un estudio descriptivo, unicéntrico, observacional,
prospectivo, longitudinal en el que se analizé la eficacia del tratamiento con AADs de segunda
generacién y la evolucidn clinica post-terapia en una cohorte de 423 pacientes

monoinfectados con el VHC.

Asimismo, se realizaron dos estudios, uno prospectivo y otro retrospectivo con
subpoblaciones de pacientes tomados de la cohorte principal para completar el desarrollo de

los objetivos secundarios 2y 3 (Figura 6):

A.- Estudio longitudinal sobre 28 pacientes de la cohorte principal en el que se analizé la
cinética de aclaramiento del ARN-VHC en plasma y CMSPs. Con el objeto de comparar dichas
cinéticas con las obtenidas por el tratamiento con otros farmacos, se incluyeron dos
subpoblaciones adicionales, diferentes a la de la cohorte principal, de 17 pacientes tratados

con un AAD de primera generacion (TVR) y un grupo 13 de pacientes tratados con IFN + RBV.

B.- Estudio longitudinal sobre 86 pacientes asintomaticos respondedores a tratamiento,
tomados de la cohorte principal, en los que se analizé la percepcién de cambios en la calidad

de vida en diferentes momentos tras la finalizacidn del tratamiento.

~—

oo ol IE———
(n=28)

.
Estudio retrospectivo de cinética de

aclaramiento de VHC-RNA en CMSPs y

plasma y analisis de mutaciones de
resistencia por Cold-PCR.
=

Pacientes tratados con TVR.
(=17

Pacientes tratados con [FN + REV.
(=13}

Figura 6. Diagrama de flujo de los diferentes sub-proyectos. En azul se indica el proyecto
principal, con la cohorte completa de pacientes; en amarillo el sub-proyecto de analisis de
cinética de eliminacion del VHC en CMSPs, que incluye pacientes de la cohorte principal y

pacientes control de 2 cohortes independientes, y; en verde sub-proyecto de analisis de

calidad de vida, que incluye Unicamente pacientes de la cohorte principal.

53




3. 2.- ESTUDIO DE EFICACIA EL TRATAMIENTO CON AADs DE SEGUNDA GENERACION.
Se incluyeron pacientes con hepatitis crénica C atendidos en la Seccién de Hepatologia del

Hospital Universitario La Paz que cumplian los siguientes criterios:

Criterios de inclusion:

e Ser mayor de edad.

e Pacientes que iniciaran tratamiento antiviral con AADs de segunda generacidn entre
noviembre de 2014 y enero de 2017, cumpliendo los criterios de tratamiento acorde
con lo dispuesto por la Consejeria de Sanidad de la Comunidad de Madrid en el
momento de inclusion.

e Firma del consentimiento informado por parte de los pacientes

Criterios de exclusion.

e No cumplir alguno de los criterios de inclusion.
e Pacientes con coinfeccién con VHB o VIH.

e Pacientes que presenten alguna contraindicacién para recibir tratamiento.

Se incluyeron finalmente 423 pacientes, selecciondandose tanto pacientes que habian sido
tratados previamente con otras terapias (IFN + RBV y/o AADs de primera generacidn), como
pacientes naive al tratamiento antiviral. Al tratarse de un estudio observacional, se utilizaron los
criterios de practica clinica habitual para el manejo de los pacientes, y los datos clinicos y

viroldgicos se recogieron de la historia clinica.

3.2.1. Variables demograficas y epidemiolégicas

Las variables sociodemograficas analizadas fueron el sexo de los pacientes, y la edad de los
mismos al inicio del tratamiento. Como variables epidemioldgicas se tuvo en cuenta el genotipo
viral infectante; ademads en los pacientes F4 se determind la carga viral. Todos los ensayos
epidemioldgicos se realizaron en el Laboratorio de Microbiologia del Hospital Universitario La

Paz, de acuerdo a los protocolos diagndsticos establecidos.

Genotipo del VHC. El genotipo se determind en las muestras basales de tratamiento utilizando
el sistema REALTIME HCV GENOTYPE Il en el sistema m2000 System (Abbott Laboratories, S.A.).
Se identificd en todos los casos el genotipo del VHC infectante (genotipos 1-6), y siempre que
fue posible se determind en los pacientes infectados por el genotipo 1 el subtipo infectante (1a

6 1b).
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3.2.2.- Variables asociadas a tratamientos antivirales previos al estudio.

En todos los pacientes incluidos en el estudio que presentaban historial previo de tratamiento
antiviral se analizd si el tipo de terapia y los patrones de respuesta obtenidos presentaban alguna
relacién con los indices de repuesta al tratamiento con AADs. Para ello, se recogieron los

parametros concernientes al tipo de tratamiento y patrones de respuesta antiviral.

3.2.2.1.- Tipos de tratamiento.

Las diferentes pautas de tratamiento administradas previamente al inicio de este proyecto se

agruparon en dos grandes categorias:

A.- Biterapia: Tratamiento combinado de IFN + RBV.

B.- Triterapia: Tratamiento combinado de IFN + RBV mas un inhibidor de proteasa (IP) de

primera generacion (TVR).

3.2.2.2. Patrones de respuesta antiviral.

Respuesta nula: Pacientes que no consiguieron disminuir la carga viral por debajo de 2

logaritmos, o por debajo del 99% de la carga viral basal al finalizar el tratamiento.

Respuesta parcial: Pacientes que persistieron positivos al genoma viral al finalizar el
tratamiento, pero consiguen disminuir la carga viral mas de 2 logaritmos o mds del 99% de los

valores basales de carga viral

Recidiva: Pacientes que negativizaron el ARN-VHC al finalizar el tratamiento, pero que presentan
una reactivacidn virolégica durante el seguimiento post-terapia, normalmente entre 12 y 24

semanas después de finalizar el tratamiento.

Seleccion de mutaciones de resistencia: En el caso de los pacientes previamente tratados con
inhibidores de proteasa, se tuvieron en cuenta los datos de seleccién de mutaciones de
resistencia en las muestras de recidiva. En caso de no disponer de estos datos, se procedio a

analizar las muestras basales de tratamiento con AADs de segunda generacién.

3.2.3.- tratamiento con AADs de segunda generacion.

Todos los pacientes se trataron con AADs de segunda generacion utilizando pautas de
tratamiento libres de IFN, aungue en ocasiones se incorporo el uso de RBV. La indicacion de las
pautas se realizd segun el criterio del facultativo prescriptor para cada paciente y siempre
considerando las diferentes recomendaciones de la Consejeria de Sanidad de la Comunidad de
Madrid. Las pautas de tratamiento utilizadas en cada momento se vieron afectadas por diversos

factores (Figura 7).
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Figura 7. Factores que afectaron a la eleccién de pauta de tratamiento durante el
proyecto: A) disponibilidad paulatina de nuevos farmacos, con un espectro de accién cada
vez mas pangenotipico; B) cambios en las pautas de autorizacion de tratamiento, de
pacientes con alto nivel de fibrosis al tratamiento universal, y; C) factores presupuestarios,

que introdujeron un factor de limitacién temporal de gasto (semaforo).

Los regimenes y pautas de tratamiento utilizados se han basado en las diferentes combinaciones
de farmacos autorizados, siguiendo las indicaciones de las guias autorizadas de tratamiento.

Basicamente, los farmacos utilizados en esta tesis hansido:

A.- Inhibidores de la region NS5B: Sofosbuvir (SOF) (Sovaldi, Gilead Sciences); Dasabuvir (DSV)
(Exviera, AbbVie Inc, North Chicago, IL, USA).

B.- Inhibidores de la region NS5A: Daclatasvir (DCV) (Daklinza, Bristol-Myers Squibb);
Ombitasvir (OBV) (Ver combinacidon comercial); Ledipasvir (LDV) (Ver combinacidon comercial);

Velpatasvir (VEL) (Ver combinacién comercial)

C.- Inhibidores de la actividad NS3-serin proteasa: Simeprevir (SIM) (Olysio, Janssen);

Paritaprevir (PTV) (Ver combinacién comercial)
D.- Inhibidor de la actividad CYP3A4 intrahepatica: Ritonavir (rtv) (ver combinacién comercial).

Combinaciones comerciales: El LDV se administré en combinacidn con SOF (SOF/LDV) (Harvoni,
Gilead Sciences), al igual que el VEL (SOF/VEL) (Epclusa, Gileas Scientific); la combinacion
OBV/PTV/RTV se administrd siempre de forma combinada (Viekirax, AbbVie Inc).
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Las pautas utilizadas en este trabajo fueron fundamentalmente de dos tipos: combinaciones de
farmacos basadas en sofosbuvir y en la combinacién Ombitasvir/Paritaprevir/Ritonavir, con o

sin administracién simultanea de ribavirina (Ver tabla 2).

Genotipo viral
Pauta de tratamiento la b | 2| 3| 4| 5
Sofosbuvir/Ledipasvir \ \ \%2
Sofosbuvir/Ledipasvir/Ribavirina \ \ \%
Sofosbuvir/Daclatasvir \% \
Sofosbuvir/Daclatasvir/Ribavirina \ \% \%
Sofosbuvir/Simeprevir/Ribavirina \%
Sofosbuvir/Ribavirina \% \%
Ombitasvir/Paritaprevir/Ritonavir/Dasabuvir \ \
Ombitasvir/Paritaprevir/Ritonavir/Dasabuvir/RBV \ \%
Ombitasvir/Paritaprevir/Ritonavir

Tabla 2. Listado de pautas de tratamiento utilizadas en el proyecto, y los criterios de
administracién conforme al genotipo infectante. En azul, las pautas basadas en sofosbuvir
y en verde las basadas en la combinacidn Ombitasvir/Paritaprevir/Ritonavir. No se
incluyeron en este estudio pacientes infectados con genotipo 6.

3.2.4.- Variables clinicas asociadas a tratamiento con AADs.

3.2.4.1.- Determinacidn del grado de fibrosis hepatica.

El grado de fibrosis hepatica, expresado como medida de la rigidez hepatica se determiné
basalmente en todos los pacientes mediante elastografia de transicidon (FibroScan®), en el
Servicio de Digestivo del HULP siguiendo los protocolos establecidos. En todos los casos se
realizaron al menos 10 mediciones seguidas en el mismo punto. Los resultados se expresaron
como la mediana en kilopascales (kPa). Los pacientes se clasificaron en 4 grandes categorias en

base al valor de kPa obtenido:

e Grado FO-F1:<7.1 KPa
e Grado F2:7.2-9.5 KPa

e Grado F3:9.6-12.5 kPa
e Grado F4:>12.5kpa
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3.2.4.2. Patrones de respuesta antiviral.

Los patrones de respuesta a los tratamientos con AADs de segunda generacidn ensayados en

este estudio fueron las siguientes:

A.- Respuesta virolégica sostenida (RVS): Mantenimiento de la negatividad al ARN-VHC
plasmatico 12 semanas después de finalizar el tratamiento. Se considera el marcador de

curacion de la infeccion.

B.- Recidiva: Positivizacion del ARN-VHC entre el final de tratamiento y las 12 semanas de

seguimiento.

En base a estos parametros, se determind la eficacia del tratamiento, definido como el

porcentaje de pacientes tratados que consiguen RVS. Se analizé la eficacia del tratamiento, tanto

a nivel global, como estratificando la poblacidn en base al tratamiento utilizado.

3.2.4.3- Variables relacionadas con la recidiva.

Se analizaron en todos los pacientes que experimentaron recidiva viroldgica tras el tratamiento

los factores que podrian estar implicados en dicho evento. Los dos mas importantes fueron:

A.- Adherencia al tratamiento, comprobado de acuerdo al testimonio de los pacientes, asi como

en las pautas de recogida de medicacion.

B.- Emergencia/seleccion de mutaciones de resistencia: En aquellos pacientes que recidivaron
durante el seguimiento se analizd, siempre que fue posible, la emergencia de mutaciones de
resistencia. Para ello, se analizaron las muestras de plasma obtenidas en el momento de la
recidiva mediante técnica de secuenciacion poblacional, o mediante técnica de secuenciacién
masiva, utilizando en este caso el sistema GS Junior Plus 454 Sequencer (Roche), de acuerdo al

protocolo desarrollado en el Hospital Vall d"Hebron (Quer, 2016).

3.2.4.4.- Anailisis de secuencias mediante técnica de PCR “fria” (Cold-PCR)

Con el objeto de determinar la posible emergencia temprana de especies minoritarias de VHC
con mutaciones de resistencia a tratamiento se procedié a analizar las secuencias con la técnica
de Cold-PCR, que permite enriquecer de forma selectiva los productos de amplificacién con las
variantes minoritarias presentes en la mezcla, evitando asi la utilizacién de técnicas mas costosas

como la secuenciacidon masiva.

Para el desarrollo/optimizacion de esta técnica, se siguieron los siguientes pasos:
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A.1.- Optimizacion analitica de la técnica de Cold-PCR: En esta fase del trabajo se desarrolld
una bateria de reacciones de amplificacion que cubria las regiones codificantes de las
actividades NS3, NS5A y NS5B de los diferentes genotipos del VHC, en las que se localizan las

mutaciones de resistencia al tratamiento con AADs descritas en la literatura.

Para el proceso de desarrollo analitico se utilizé una bateria de muestras de ARN sintético de
200 bp de longitud en las que se incluian las diferentes mutaciones a analizar, mezcladas en
diferentes proporciones con las secuencias equivalentes del ARN carentes de dichas mutaciones
(secuencias salvajes). Para la validaciéon con muestras clinicas, se analizaron 10 muestras de
suero previamente caracterizadas; cinco con diferentes mutaciones de resistencia a tratamiento
con Ledispasvir o Daclatasvir (2 con la mutacion L31M, 2 con Y93H y 1 con Y93C) previamente
confirmada en la muestra de recidiva por PCR y secuenciacidon poblacional, cinco muestras
basales de pacientes con mutaciones de resistencia a telaprevir (obtenidos de la subpoblacidon
de 20 pacientes descrita en el apartado 3.1.A), y 5 pacientes naive respondedores a terapia

antiviral. Todas las muestras de plasma utilizadas en el proceso de optimizacién tenian cargas

virales medias/altas (>102 1U/ml). La proporcidn relativa en que aparecen las mutaciones de
resistencia en las cinco muestras de suero positivas se determind por PCR standard y
secuenciacidn de colonias. Estos datos se utilizaron para determinar las proporciones relativas
en que aparecia cada una de las mutaciones en los ensayos de sensibilidad en que se analizaban

mezclas en distintas proporciones de plasma conteniendo secuencias ARN mutantes y salvajes.

Durante el proceso de optimizacidn se analizaron las siguientes variables:

A.2.- Especificidad analitica: Se confirmé mediante secuenciacién poblacional que los productos
amplificados en cada reaccidn de Cold-PCR se corresponden con las secuencias frente a las que
se habia disefiado. Asimismo, se confirmd en mezclas complejas de diferentes sueros de VHC,
que la reaccion de Cold-PCR permite la amplificacion selectiva de las especies minoritarias, y

evita o reduce significativamente la amplificacién de las especies mayoritarias.

A.2.- Sensibilidad analitica: Se entiende por sensibilidad relativa de la técnica de Cold-PCR la
riqueza relativa minima que tiene que presentar una especie de ARN minoritaria en unamezcla
compleja de acidos nucleicos para ser amplificada de forma eficiente. Para ello se realizaron
mezclas en distintas proporciones de los ARNs sintéticos y de los sueros con y sin mutaciones de

resistencia a AADs (razon especie minoritaria/mayoritaria: 1:1, 1:10, 1:100, 1:1000). Dado que
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la sensibilidad relativa depende de la concentracion de ARN-VHC total que se analice, se

repetiran los ensayos de sensibilidad relativa en mezclas con diferentes cantidades de ARN viral

total (102-107 1U/ml).

A.3.- Eficacia de discriminacion de especies minoritarias de ARN-VHC. Se compard la capacidad
de identificacidn de especies minoritarias por Cold-PCR con la técnica de amplificacion estandar.
Para ello se analizaron todas las mezclas utilizadas en la fase de determinacién de la sensibilidad
de la técnica con reacciones de PCR estdndar, seguida de secuenciaciéon poblacional de los

productos obtenidos.

A4.- Andlisis de utilidad de la técnica para estimacion de la variabilidad de la cuasiespecie de
VHC. Paraello, se analizaron las 15 muestras de suero por Cold-PCR y los productos amplificados
se analizaran mediante secuenciacién poblacional. Se compard la capacidad de identificar
diferentes variantes por analisis de secuencia con otras técnicas mds rapidas, como el analisis
de curva de desnaturalizacién en presencia de fluoréforos intercalantes de ADN. Para ello, se
amplificaron las diferentes mezclas de ARNs sintéticos y de las muestras de plasma con los
mismos cebadores de amplificacion en presencia de SYBR Green, realizdndose posteriormente
una curva de desnaturalizacién (Tm) para discriminar las diferentes variantes de ARN presentes

en la muestra.

A.5.- Fase clinica. En esta fase del trabajo se procedid a analizar la variabilidad genética basal y
la deteccion temprana de variantes de resistencia al tratamiento en los pacientes incluidos en
el presente sub-estudio analizando las muestras de plasma de seguimiento positivas al genoma
viral. Para ello se utilizaron los ARNs extraidos en las fases previas del estudio tal como se

describe en los apartados 3.3.1 a 3.3.3.

A.6.- Andlisis de resultados: Se determind el nivel de complejidad de la cuasiespecie del VHC en
las muestras de plasma analizadas, que se define como el porcentaje total de variaciones de
nucledtidos entre los clones analizados por cada paciente. Asimismo, se analizé la capacidadde
la técnica de Cold-PRC de identificar secuencias de ARN-VHC de forma temprana durante el

tratamiento con AADs de diferente tipo.

3.2.4.4.- Pautas de tratamiento de rescate.

La indicacion de las pautas de tratamiento de rescate se realizé segun el criterio del facultativo

prescriptor para cada paciente y siempre considerando las recomendaciones aportadas por la
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Consejeria de Sanidad de la Comunidad de Madrid El destalle de las pautas de tratamiento de

rescate utilizadas se muestra en la tabla 3.

Tratamiento fallido del2 linea Tratamiento de rescate

Sofosbuvir + Simeprevir + Ribavirina

Sofosbuvir/Ledipasvir

Sofosbuvir/Velpatasvir + Voxilaprevir

Sofosbuvir + Daclatasvir

Sofosbuvir/Velpatasvir + Ribavirina

Sofosbuvir + Simeprevir + Daclatasvir + Ribavirina
Sofosbuvir/Ledipasvir + Ribavirina

Sofosbuvir + Daclatasvir + Ribavirina

Tabla 3. Listado de pautas de tratamiento de rescate utilizadas en este trabajo para los
pacientes que presentaron reactivacion viroldgica tras finalizar el tratamiento. Todas
estuvieron basadas en tratamientos con SOF.

3.2.5.- Variables relacionadas con la evolucidn clinica post-tratamiento.
Una vez finalizado el periodo de tratamiento, se realizé un seguimiento a los pacientes durante
un periodo minimo de 3 afios, en el que se comprobd la persistencia de la negatividad del

genoma viral en plasma, asi como la evolucion de la enfermedad hepatica.

3.2.5.1.- Analisis de descompensaciones hepaticas.

Se analizé en todos los pacientes la pre-existencia basal, o la aparicién durante o después del
tratamiento, de episodios de descompensacién hepatica, confirmados por el diagndstico de
complicaciones como ascitis, encefalopatia hepatica, sangrado por varices eséfago-gastricas,
trombosis portal, empeoramiento de la funciéon hepatica que precise trasplante hepatico, o

desarrollo/recurrencia de hepatocarcinoma.

3.2.5.2.- Analisis de la evolucidn de la fibrosis y la funcion hepatica.

Se analizaron todos los pacientes con fibrosis F-4 y se calculé antes y después del tratamiento
dos métodos de determinacidon de fibrosis hepatica no invasivos, el APRI y el FIB-4. Para ello se
recogieron algunos datos analiticos como GOT y GPT medido en U/L y las plaquetas (10x3/mL).
Se tomd como referencia temporal la analitica previa a iniciar tratamiento y al menos un afio
posterior a finalizarlo. También se calculé el MELD previo y posterior al tratamiento para ello se
recogieron datos como la bilirrubina total (mg/dL), INR y creatinina (mg/dL). Para el calculo de

FIB-4 se utilizé la formula de (Edad x GOT) / (Plaquetas xV GPT) ylaférmula APRI (GOT/35(limite
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alto de la normalida)) / plaguetas x 100. Para el calculo de la férmula MELD se utilizé la siguiente
formula: 0,378(limite normal bilirrubina (mg/dL) + 1,12 (limite normal INR) + 0,957 (limite
normal creatinina (mg/dL) + 0,643. Si el paciente se encontraba en hemodidlisis el paciente

asumia automaticamente creatinina de 4 mg/dL.

3.2.5.3.- Recurrencia/desarrollo de novo de hepatocarcinoma y/o canceres extrahepaticos.

Los pacientes con diagndstico previo de hepatocarcinoma fueron tratados con técnicas
ablativas o reseccidn quirudrgica sin datos de enfermedad activa en el momento de recibir
tratamiento. Una vez finalizado el tratamiento antiviral se vigilé durante el seguimiento el
desarrollo de recidivas en estos pacientes. Asimismo, en todos los pacientes respondedores a
tratamiento, especialmente en aquellos que presentaban un grado de fibrosis F4, se realizé una
vigilancia activa para descartar la posible aparicion de hepatocarcinoma de novo, asi como de
posibles canceres extrahepaticos. Para ello se utilizaron técnicas radiolégicas (TAC, RMN,

ecografia con contraste) e histoldgicas (puncidn aspiracién con aguja fina (PAAF), biopsia).

3.2.5.4.- Analisis de factores genéticos potencialmente implicados en recurrencia/desarrollo
de novo de hepatocarcinoma en pacientes respondedores.

Con el objeto de identificar marcadores moleculares que permitan identificar riesgo de
desarrollo de HCC en los pacientes respondedores a tratamiento con AADs, se procedio analizar
la composicion alélica del gen codificante de la actividad aurora quinasa B en la posicidn
rs1059476, en la que se han identificado previamente SNPs no sindnimos que se han relacionado
en estudios previos con el riesgo de progresién de fibrosis hepatica en pacientes con hepatitis

crénica C, y que se asocia con desregulacidn de citocinesis celular.

A.- Extraccion de ADN a partir de sangre total. La extraccidon de ADN se realizé sobre muestras
de CMSPs o de sangre total previamente congeladas, utilizando dos sistemas alternativos de
extracciéon: A) kit comercial QIAmp DNA Blood (Qiagen, Venlo, Netherlands), siguiendo las
instrucciones del fabricante, para la extraccién de ADN total a partir de CMSPs y; B) en el caso
de la sangre total congelada, mediante digestion directa de volimenes pequefios de sangre,
mediante dilucion en H20 en una proporcién 1:13.33 en H,0, incubacidn durante 15 minutos a

temperatura ambiente con agitacion mediante vortex cada 5 minutos.

Una vez extraido el ADN con cualquiera de las dos formas previamente descritas, este se

almacend a -209C hasta su uso.

B.- RT-PCR con sondas especificas FRET. Se disefaron cebadores de amplificacion y sondas

especificas fluorescentes de hibridacién de tipo FRET para determinar la composicién alélica de
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los pacientes en la posicion s1059476 mediante amplificacidn cuantitativa en tiempo real RT-
QPCR empleando el kit LightCycler Multiplex ADN Master Mix (Roche) y el termociclador
Lightcycler 2.0. Las condiciones de la PCR fueron 952C durante 10 minutos, 35 ciclos de 5
segundos a 959C, 15 segundos a 57°C y 20 segundos a 729C; y finalmente un ciclo de
desnaturalizacién donde la muestra se desnaturaliza durante 1 segundo a 992C, luego se baja la
temperatura a 372C 1 segundo para que el ADN se religue y seguidamente se aumenta la
temperatura 0.052C/segundo. Las sondas FRET especificas utilizadas se marcaron con los
fluoréforos FAM y Cy5 respectivamente; la adquisicion de fluorescencia se realizé mediante
excitacién en el canal de FAM (495nm) y lectura de fluorescencia en el canal de Cy5 (670 nm).

(Tabla 3 — Sondas).

C.- Confirmacién de resultados por PCR cualitativa y secuenciacidon Sanger: Las reacciones de
amplificacion génica se realizaron utilizando PCR Master Mix (Promega, Fitchburg, Wisconsin,
EEUU) siguiendo las instrucciones del fabricante con los cebadores de AURKB para ADN
gendmico. A continuacién, se analizaron los productos de amplificacion mediante electroforesis
en gel de agarosa al 1.5% tefiida con Gel Red Nucleic Acid (Biotium, EEUU) y se visualizaron con
luz ultravioleta en un transiluminador Bio-rad Chemidoc 73s UV Transiluminador w/lens usando
un control negativo con la mezcla de reaccién y una muestra de extraccion negativa para
descartar posibles contaminaciones. La secuencia y posicién de los primer utilizados en las

reacciones de PCR se muestra en Tabla 4.

La secuenciacidon Sanger se llevd a cabo en el servicio del Instituto de Genética Médica y
Molecular (INGEMM) del Hospital Universitario La Paz. Las secuencias obtenidas fueron

analizadas con el software DNASTAR Lasergene SeqMan Pro, versién 7.1.0 (DNASTAR, EEUU).

. . Tamano Posicion
Gen Tipo Secuencia L. L.
amplicén | nucleétidos
Primer i
) 5'-GGTGGACCTAAAGTTCCCCGCTTC-3' 5732/5826
directo
- 95 pb
Primer ,
AURKB 5'-CCAGGGGCAGCCGTTCCG-3'
reverso
FAM 5’-CCCACGGGAGCCCAGGA-3'-FAM 5760-5776
Cy5 Cy5-5'-TCATCTCCAAACTGCTCAGGCATAACCC-3’ 5779-5806

Tabla 4. Listado de cebadores y sondas de hibridacién para la identificacién/secuenciacién
del gen de la AURKB.
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3.3.- SUB-ESTUDIO DE ANALISIS DE CINETICA DE ACLARAMIENTO DEL ARN-VHC EN CMSPs.

El objetivo de esta fase del estudio es determinar si el tratamiento con AADs consigue eliminar
de forma eficiente el ARN-VHC no solo en plasma, el tejido de eleccidn para definir la respuesta
antiviral, sino también a nivel de CMSPs, que ha sido descrito por muchos autores como un
potencial reservorio extrahepatico viral, verificdndose asi una eliminacién real del virus del

organismo.

Se incluyeron 10 pacientes de la cohorte principal de los que se disponia de muestras basal y
final de tratamiento de plasma y CMSPs y que habian conseguido RVS. Con el objeto de
comparar si el tratamiento con AADs era mas eficiente que los tratamientos con IP de primera
generacién o de IFDN + RBv en la eliminacion del genoma viral en CMSPs, se incluyeron dos

grupos independientes de la cohorte principal de este trabajo (Tabla 5):
A.- Grupo Control 1: 12 pacientes respondedores a terapia triple basada en TVR.

B.- Grupo Control 2: 10 pacientes respondedores a tratamiento con IFN + RBV.

3.3.1.- Extraccion de ARN de plasma y CMSPs.

Se recogieron muestras de sangre total con EDTA y se separaron en el mismo dia las fracciones
de plasma y PBMC por centrifugacion en un gradiente de Ficoll (Ficoll-Histopaque-1077, Sigma
Chemicals) a 2000 rpm, durante 30 minutos. El plasma se conservd a -202C y las PBMC en

nitrégeno liquido.

Las muestras congeladas de plasma y PBMC se procesaron para la extraccion de ARN total
utilizando los kit de extraccion QlAamp Viral ARN MiniKit (Qiagen, Hamburgo, Alemania) y
AllPrep DNA/RNA/Protein MiniKit (Quiagen), respectivamente. Se empled en todos los casos un
minimo de 5 x 10° células y 140 pl de plasma. El ARN obtenido se conservé a -802C hasta su uso

posterior en ensayos de amplificacion.

3.3.2.-Disefo de cebadores para la amplificacion.

Las secuencias de las regiones codificantes NS3, NS5a y NS5b de los diferentes genotipos a
analizar se descargaron de la base de datos de VHC del Laboratorio Nacional de Los Alamos
(http://hcv.lanl.gov). Se seleccionaron las regiones de los genes que contienen las mutaciones
de resistencia mas caracteristicas, con el objeto de poder determinar su presencia en ensayos

de secuenciacion.
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3.3.3.- RT-PCR.

Las reacciones de transcripcion en reverso acoplada a PCR se realizaron con el kit ACCESS RT-
PCR SYSTEM (Promega Biotech,), utilizando random primers en la reaccién de RT con el siguiente
programa de incubacién: 259C, 10 min + 40°C, 30 min + 482C, 30 min + 802C, 2 min. Para
amplificar el ADNc generado en la etapa de RT, se realizaron PCR estandar con PCR Master Mix
(Promega Biotech), utilizando diferentes combinaciones de los cebadores previamente
disefiados en este trabajo. Los productos de amplificacién se analizaran en todos los casos
mediante electroforesis en gel de agarosa 1,5%, tefiida con GelRed (Biotium, Fremont, CA, USA)
y en presencia de un marcador de pesos moleculares. Solo se interpretard como positiva aquella

reaccion que genera una banda del tamafio esperado.

Tratamiento previo Terapia triple con TVR
Caso| Edad| Sexo 1128 | Fibrosis Tratamiento Respuesta CV Basal RVR| Descenso de CV ERVR
(1u/mI) (>1log)

1 42 H T F3 PeglFNa2a/RBV Recidiva 354149 Si Si Si
2 55 H cc F2 PeglFNa2a/RBV Recidiva 2215578 Si Si Si
3 58 H CcT F3 PeglFNa2a /RBV Recidiva 138399 Si Si Si
4 36 H CcT F3 IFN alpha 2b Recidiva 704525 Si Si Si
5 52 H CcT F4 Naive Recidiva 829985 Si Si Si
6 42 H cc F2 PeglFNa2a/RBV Recidiva 1741348 Si Si Si
7 53 H ND F3 PeglFNa2a /RBV Recidiva 115879 Si Si Si
8 58 M CcT F3 PeglFNa2a /RBV Recidiva 2416835 Si Si Si
9 63 M T F3 PeglFNa2a /RBV No respondedor 107385 Si Si Si
10 45 M cc F3 PeglFNa2a /RBV Recidiva 4730000 No Si (CV W4:25) No
11 | 64 M CcT F4 PeglFNa2a No respondedor 1669198 No | No (CV W4:413804) No
12 60 M CcT F2 IFN alpha 2b Recidiva 969787 No Si (CV WS: 573) No
13 | 45 H CcT F3 PeglFNa2a /RBV Respondedor

14 | 52 M cc F3 PeglFNa2a /RBV Respondedor

14 | 40 M CcT F2 PeglFNa2a /RBV Respondedor

16 | 35 M CcT F3 PeglFNa2a /RBV Respondedor

17 | 39 H cT F2 |PeglFNa2a/RBV | Respondedor No tratados con triple terapia

18 | 44 H cc F2 PeglFNa2a /RBV Respondedor

19 | 59 M CcT F3 IFN alpha 2b Respondedor

20 | 45 H CcT F2 PeglFNa2a /RBV Respondedor

21 | 62 M cC F2 PeglFNa2a /RBV Respondedor

22 | 39 H T F2 PeglFNa2a /RBV Respondedor

Tabla 5. Caracteristicas de las subpoblaciones de pacientes previamente tratados con IFN+RBV
(marcados en azul) o con terapia triple basada en TVR (amarillo), incluida en este estudio para
comparar la cinética de aclaramiento en plasma y CMSPs de pacientes tratados con TVR y de los
pacientes tratados con AADs de ultima generacidn correspondientes a la cohorte principal del
estudio. RVR: Respuesta virolégica rapida; CV: carga viral (concentracion de ARN-VHC); H:
Hombre; M: Mujer.
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3.3.4.- Analisis de secuencia de los productos amplificados.

Con el objeto de determinar si las cepas de VHC amplificadas en plasma y CMSPs de un mismo
paciente son iguales (indicando una fuente comun) o si se diferencian significativamente
(fuentes independientes), se analizara la secuencia de los productos amplificados. Para ello, se
realizard una secuenciacidon Sanger poblacional del producto amplificados utilizando el kit de

secuenciacién de ADN dRhodamin Terminator Cycle Sequencing (Waltham, MA, USA).

3.3.5.- Analisis filogenético de secuencias.

Las secuencias de los productos amplificados se analizaron utilizando el programa SegMan del
paquete de andlisis Lasergene, version 7.1.0 (DNASTAR). El analisis filogenético de las secuencias
se realizé mediante alineacion BLAST y método estadistico de mdxima verosimilitud del software

Mega5.

3.4.- SUB-ESTUDIO DE ANALISIS DE PERCEPCION DE CALIDAD DE VIDA EN PACIENTES CON
RVS.

Se incluyeron un total de 86 pacientes asintomaticos de la cohorte principal, que habian sido
tratados entre los afos 2014-2015 y que habian conseguido RVS. Ademas de las variables
demograficas (sexo y edad) y clinicas (tratamiento y nivel de fibrosis) se recogieron datos
socioecondmicos, como nivel de estudios y situacidn laboral. Los cuestionarios se entregaron

antes de recibir tratamiento, al finalizar el mismo y 12 semanas posteriores.

Criterios de inclusion:

e Pacientes de ambos sexos con infeccion cronica por virus de la hepatitis C que cumplan
criterios de tratamiento acorde con lo dispuesto por la Consejeria de Sanidad de la
Comunidad de Madrid en el momento de inclusion.

e Ser mayor de edad.

e Pacientes que no hayan presentado sintomatologia por su patologia hepatica y que

entiendan y firmen el consentimiento informado.

Criterios de exclusion:

e Pacientes coinfectados por el VIH.

e Pacientes que presenten alguna contraindicacion para recibir tratamiento.

e Pacientes que presenten cirrosis descompensada, coinfeccién por el VHB o alguna
patologia grave que limite su calidad de vida.

e No firmar el consentimiento informado.
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3.4.1.- Variables analizadas.

3.4.1.1.- Variables demograficas y epidemioldgicas

Se recogieron variables demograficas, como sexo y edad al inicio del estudio; variables clinicas,
como experiencia previa con tratamientos antivirales, tratamiento con AADs de segunda
generacién y nivel de fibrosis determinado por biopsia y/o Fibroscan y; variables
socioecondmicas, nacionalidad, estado civil, el nivel de estudios (primarios, secundarios o

superiores) y su situacion laboral actual (empleo vs desempleo) (ver encuesta en Anexo 1)

3.4.1.2.- Variables relacionadas con el estudio de calidad de vida.

Para el estudio de calidad de vida se administraron dos cuestionarios genéricos. El cuestionario
EQ-5D-5L desarrollado por el grupo EuroQol siendo un instrumento genérico y estandarizado
para medir describir y valorar la calidad de vida. Es un cuestionario auto administrado y consta
de dos partes: El sistema descriptivo EQ-5D y la escala visual analdgica (EVA). El sistema EQ-5D
comprende cinco dimensiones:

e Movilidad

e Autocuidado

e Actividades cotidianas.

e Dolor/Malestar

e Ansiedad/Depresion
En el cuestionario los pacientes pueden responder dentro de cada dimensidn si no tienen
problema en esa dimensidn, si tienen ligeros problemas, moderados problemas, graves
problemas o sin incapaces de realizar ninguna actividad sobre esa dimension, excepto para el
dolor y la ansiedad que el ultimo apartado indica extrema sensacidn de dolor y de ansiedad.
Para la escala visual EVA se utiliza una escala reglada en la que se pide que se marque y ademas

gue se escriba numéricamente en otro recuadro.

El cuestionario SF-36 que contiene un total de 36 preguntas que se agrupan y miden en 8
apartados que se valoran independientemente y dan lugar a 8 dimensiones que mide el

cuestionario:

e Funcionamiento fisico

e Limitacién por problema fisicos
e Dolor corporal

e Funcionamiento o rol social

e Salud mental

e Limitacién por problemas emocionales
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e Vitalidad, energia o fatiga

® Percepcién general de salud

3.5.- ANALISIS ESTADISTICO.

El andlisis estadistico se realizé utilizando el paquete informatico IBM  SPSS
(Statistical Package for the Social Sciences), version 23 (IBM Corporation, Somers, NY, USA).

Todos los analisis estadisticos se realizaron con un nivel de significacion del 0.05.

3.5.1.- Analisis descriptivo.
La presentacioén de los valores de las diferentes variables del estudio se realizo utilizando los
analisis estadisticos apropiados a su naturaleza:

e Variables continuas: se expresan como media y desviacion estdndar (m £ SD).

e Variables categdricas: se expresan en porcentaje con respecto al tamafo muestral total

de cada categoria.

3.5.2.- Analisis inferencial

Se han aplicado diferentes pruebas de hipdtesis segun la naturaleza de la variable. Para variables
categéricas se utiliz6 la prueba exacta de Fisher, para las  variables
continuas la t de studenty para las variables ordinales |la prueba U de Mann-Whitney. Los p-
valores fueron resultado de una prueba bilateral, considerandose estadisticamente
significativo p <0.05.

En el caso concreto del analisis de diferencias en las se evaluaron mediante la prueba de chi-
cuadrado, con un intervalo de confianza del 95%. Las diferencias en la distribucién de géneroy
edad en las categorias de pacientes fueron determinadas empleando la prueba chi-cuadrado o

la prueba de U Mann-Whitney.
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RESULTADOS
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4.1.- CARACTERISTICAS BASALES DE LOS PACIENTES TRATADOS CON ANTIVIRALESDE ACCION
DIRECTA.

Desde noviembre de 2014 hasta marzo de 2017 se incluyeron un total de 423 pacientes tratados
con antivirales de accién directa. Uno de ellos se excluyé dado que se habia utilizado interferén

junto con Simeprevir y Ribavirina, otro también se excluyd dado que se perdié el seguimiento.

213 (50.6%)/208 (49.4%)

Sexo (Hombre/Mujer): n (%)

Edad (afios): M (DE)

60,19 (12.52)

VARIABLES CLINICAS

Genotipo viral: n (%)

No determinado

la 96 (22,8%)
1b 263 (62,5%)
1 No subtipado 5(1,2%)
2 1(0,2%)
3 32 (7,6%)
4 20 (4,8%)
5 3(0,7%)
la+3 1(0,2%)
Fibrosis: n (%)

FO-F1 30(7,1%)
F2 198 (47%)
F3 59 (14%)
F4 124 (29,5%)

10 (2,4%)

Historia de tratamiento previo: n (%)

Biterapia 85 (20,2%)
Triterapia 27 (6,4%)
Naive 308 (73,2%)
Respuesta a tratamiento previo: n (%)
No respondedor 42 (9,9%)
Respondedor parcial 19 (4,5%)

Recidiva 52 (12,4%)

Tabla 6. Caracteristicas basales de los pacientes tratados con antivirales de accién directa.

La distribucion por edad era la esperada para la poblacion de estudio asi como el genotipo mas
frecuente que fue el 1b. Unicamente se confirmé coinfeccién (genotipos 1a+3) en uno de los
pacientes incluidos. Respecto a la distribucién por nivel de fibrosis el F2 fue el mas frecuente
seguido por el F4. El hecho de ser los F4 el segundo grupo mdas frecuente se debe
fundamentalmente a que en las primeras fases del estudio, las recomendaciones de la
Consejeria de Sanidad centraban el tratamiento preferentemente en los pacientes que

presentaban fibrosis avanzada.
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4.2.- PAUTAS DE TRATAMIENTO CON AADs DE SEGUNDA GENERACION.

Los tratamientos administrados fueron fundamentalmente de dos tipos: tratamientos basados

en Sofosbuvir combinados con Ledipasvir, Daclatasvir o Simeprevir, que se utilizé en la mayoria

de los pacientes [332/421(79%)], seguido de la combinacion Ombitasvir+Paritavir+Ritonavir que

solo 0 en combinacién con Dasabuvir se administré a 88/421 (21%) de los pacientes. Unicamente

a un paciente se le administro una pauta terapéutica diferente basada en la combinacion

Daclatasvir+Simeprevir. Respecto a las pautas mads utilizadas la de 12 semanas es la mas

frecuente seguida de la de 24 semanas.

PAUTAS DE TRATAMIENTO CON AADS DE SEGUNDA GENERACION

Tratamientos basados en Sofosbuvir (n= 332)

Sofosbuvir+Ledipasvir
Sofosbuvir+Ledipasvir+Ribavirina
Sofosbuvir+Daclatasvir
Sofosbuvir+Daclatasvir+Ribavirina
Sofosbuvir+Ribavirina
Sofosbuvir+Simeprevir+Ribavirina

264 (62,7%)
27 (6,4%)
24 (5,7%)
13 (3,1%)

2 (0,5%)
2 (0,5%)

Tratamientos basados en la combinacién Ombitasvir+Paritavir+Ritonavir (n= 88)

Ombitasvir+Paritavir+Ritonavir
Ombitasvir+Paritavir+Ritonavir+Ribavirina
Ombitasvir+Paritavir+Ritonavir+Dasabuvir
Ombitasvir+Paritavir+Ritonavir+Dasabuvir+Ribavirina

1(0,2%)
1(0,2%)
76 (18,1%)
10 (2,4%)

Otros tratamientos (n=1)

Daclatasvir+Simeprevir ‘

1(0,2%)

PAUTAS

8 Semanas

12 semanas
16 semanas
24 semanas

49 (11,6%)
288 (68,4%)
1(0,2%)
83 (19,7%)

Tabla 7. Descripcion de los tratamientos y pautas utilizados.
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PACIENTES NO CIRROTICOS

SFV SFV+LDV SFV+DCV SFV+SMV | OBV+PTV+RTV | OBV+PTV+RTV+DSV
RBV RBV RBV RBV RBV RBV
Naive 44 1 1 3
1a
Pretratado 23 1
Naive 84 1 49 1
1b
Pretratado 24 1 1 18
Naive 1
2
Pretratado
Naive 17 1
3
Pretratado 4
Naive 11 1
4
Pretratado 4
Naive 2
5
Pretratado 1
PACIENTES CIRROTICOS
Naive 12 4 2 1
1a
Pretratado 1 2 1
Naive 1 38 9 2 6 2
1b
Pretratado 14 4 1 2 1 3
Naive 2 4
3
Pretratado 4
Naive 1 1 1
4
Pretratado 1

Tabla 8. Distribucién de los tratamientos estratificado segun genotipo, estado fibrosis y
experiencia previa en tratamiento. En todos los genotipos se utilizé preferentemente el
tratamiento con la combinacion SFV+LDV, excepto en los pacientes de genotipo 3 que fueron
siempre tratados con la combinacion SFV+DCV, y los infectados con subtipo 1b que
combinaron el uso de Harvoni con la combinacidon OBV+PTV+RTV+DSV, especialmente en los

pacientes no cirrdticos.
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SOFOSBUVIR NO-SOFOSBUVIR P
(n=332) (n=89)
VARIABLES DEMOGRAFICAS
Sexo: n (%)
Hombre 174 (52,4%) 39 (43,8%) 0,150
Mujer 158 (47,6%) 50 (56,2%)
Edad (afios): M (DE) 59.93(12.78) 61.16 (11.52) 0,410
VARIABLES CLINICAS
Genotipo viral: n (%)
la 90 (27,1%) 6 (6,7%)
1b 182 (54,8%) 81 (91%)
1 No subtipado 5(1,5%) 0
2 1(0,3%) 0 <0,001
3 32(9,6%) 0
4 18 (5,4%) 2 (2,2%)
5 3 (0,9%) 0
la+3 1(0,3%) 0
Fibrosis: n (%)
FO-F1 25 (7,5%) 5 (5,6%)
F2 150 (45,2%) 48 (53,9%) 0.02
F3 40 (12%) 19 (21,3%) !
F4 108 (32,5%) 16 (18%)
No determinado 9(2,7%) 1(1,1%)
Historia de tratamiento previo: n (%)
Biterapia 61 (18,4%) 24 (27%) 0.018
Triterapia 27 (8,1%) 0 !
Naive 243 (73,2%) 65 (73%)
Respuesta a tratamiento previo: n (%)
No respondedor 31(9,3%) 11 (12,3%) 026
Respondedor parcial 17 (5,1%) 2 (2,2%) ’
Recidiva 41 (12,3%) 11 (12,3%)
PAUTAS DE TRATAMIENTO
8 semanas 49 (14,8%) 0
12 semanas 202 (60,8%) 86 (96,6%) <0,001
16 semanas 1(0,3%) 0
24 semanas 80 (24,1%) 3 (3,4%)
Tabla 9. Diferencias entre los pacientes tratados o no con regimenes basado en
sofosbuvir.

Es de destacar el uso en este estudio de ribavirina en un porcentaje significativo de los pacientes
[55/421 (13%)], con similar frecuencia en los pacientes con tratamiento basado en sofosbuvir

[44/332 (13%)] que en los pacientes no tratados con sofosbuvir [(11/88 (12,5%)].

El uso tan significativo de ribavirina se puede explicar dado que los primeros pacientes que se
empezaron a tratar eran cirréticos y se recomendaba afiadir este tratamiento para mejorar la

tasa de RVS (Tabla 10).
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RIBAVIRINA No ribavirina P
(n=55) (n=366)
VARIABLES DEMOGRAFICAS
Sexo: n (%)
Hombre 36 (65,5%) 177 (48,4%)
Mujer 19 (34,5%) 189 (51,6%) 0,018
Ed T 0.041
ad (afios): M (DE) 56,97 (10.03) 60.67 (12.80)
VARIABLES CLINICAS
Genotipo viral: n (%)
1a 14 (22,5%) 82 (22,4%)
1b 26 (47,3%) 237 (64,8%)
1 No subtipado 1(1,8%) 4(1,1%)
2 0 0 0,002
3 11 (20%) 21 (5,7%)
4 2 (3,6%) 18 (4,9%)
5 0 3(0,8%)
la+3 0 1(0,3%)
Fibrosis: n (%)
FO-F1 1(1,8%) 29 (7,9%)
F2 4(7,3%) 194 (53%)
F3 6 (10,9%) 53 (14,5%) <0,001
F4 44 (80%) 80 (21,9%)
No determinado 0 10(2,7%)
Historia de tratamiento previo: n (%)
Biterapia 14 (25,5%) 71 (19,4%) 0524
Triterapia 5(9,1%) 22 (6%) ’
Naive 36 (65,5%) 272 (74,3%)
Respuesta a tratamiento previo: n (%)
No respondedor 6 (10,9%) 36 (9,9%) 0415
Respondedor parcial 5(9,1%) 14 (3,8%) ’
Recidiva 8 (14,5%) 44 (12%)
PAUTAS DE TRATAMIENTO
8 semanas 0 49 (13,4%)
12 semanas 40 (72,7%) 248 (67,8%) 0023
16 semanas 0 1(0,3%) !
24 semanas 15 (27,3%) 68 (18,6%)
Tabla 10. Diferencias entre pacientes tratados con y sin Ribavirina.

4.3.- ANALISIS DE RESPUESTA A TRATAMIENTO ANTIVIRAL.

En 401/421 (95,2%) pacientes se alcanzd respuesta viroldgica sostenida, demostrada por la
negativizacion del ARN-VHC tras 12 semanas post-tratamiento. Unicamente 20 pacientes (4,8%)
no alcanzaron la RVS (Figura). Del resto de pacientes, 12 (2.85%) presentaron recidiva tras

finalizar el tratamiento y 8 (1,90%) pacientes no respondieron; 6 de ellos por incumplimiento y

2 por desarrollo de efectos adversos (Figura 8).

74



De los 20 pacientes que no alcanzan RVS, 12 son pacientes que completaron el tratamiento pero
recidivaron durante el seguimiento, mientras que en los 8 pacientes restantes el fracaso no se
debe a un fallo en el tratamiento, sino al incumplimiento de las pautas terapéuticas. Todos los
pacientes que no tuvieron buena adherencia al tratamiento fracasaron en la obtencion de

respuesta viroldgica.

12/421 8/421
(2,85%) (1,9%)

m RVS

M Recidiva
401/421 o
(95,2%) Incumplimiento

Figura 8. Porcentaje global de respuesta viroldgica sostenida y fracaso viroldgico

en la cohorte de pacientes.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en los porcentajes de eficacia al
tratamiento entre las diferentes estrategias terapéuticas ensayadas, si bien el porcentaje de
pacientes que alcanzé RVS fue algo menor en el grupo tratado con terapia basada en sofosbuvir
que en el grupo tratado con terapia basada en la combinacién OBV+PTV+RTV. Sin embargo hay
gue tener en cuenta que dentro del grupo de pacientes tratados con sofosbuvir se encuentran
los pacientes de genotipo 3, el genotipo mas dificil de tratar con AADs de acuerdo a la mayoria
de estudios publicados, que fueron tratados en todos los casos con la combinacion
sofosbuvir+daclatasvir, con o sin RBV, y que presentaron en esta serie de pacientes los indices

de respuesta mas bajos.
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OBV+PTV+RTV+DSV+RBV
OBV+PTV+RTV+RBV 1/1 (100%)
OBV+PTV+RTV 1/1 (100%)
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SFV+LDV
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Figura 9. Tasas de respuesta viroldgica sostenida obtenida con: A) los diferentes
tratamientos ensayados, y B) en los diferentes genotipos tratados. Los menores
porcentajes de respuesta se encontraron en los pacientes de genotipo 3 tratados,
todos ellos tratados con la combinacién sofosbuvir+daclatasvir. En naranja se
muestran los grupos en los que el nimero de pacientes incluido fue muy bajo, por lo

gue no se pueden extraer conclusiones estadisticas.
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De los 8 pacientes que no obtuvieron respuesta viroldgica por incumplimiento de las pautas
terapéuticas, todos presentaban niveles de fibrosis elevada (4 pacientes con F3 y 3 con F4),
Unicamente 1 tenia experiencia previa en tratamiento, y habian sido tratados tanto con pautas
basadas en SFV (3 con SFV+LDV y 2 con SFV+DCV+RBV), como con la combinacion
OBV+PTV+RTV+DSV que fue utilizada en 3 casos.

Con respecto a los pacientes que recidivaron, todos habian sido tratados con terapias basadas
en sofosbuvir. La mayoria de ello, tratados con la combinaciéon SFV+LDV con o sin RBV, asi como

un alto porcentaje de los pacientes con genotipo 3 tratados con SFV+DCV (Figura 10).

Tratamiento recibido

M Sofosbuvir/Ledipasvir
m Sofosbuvir/Daclatasvir

Sofosbuvir/Ledipasvir/Rbv

Figura 10. Distribucién de tratamientos recibidos por los 12 pacientes que reactivaron la

replicacion viral tras el tratamiento.

La mayoria de los pacientes que recidivaron eran hombres, infectados con genotipo 3, y sin

experiencia previa en tratamiento (Ver caracteristicas en tabla 11).

Todos recibieron tratamiento de rescate y todos basados en terapias con sofosbuvir. La terapia
de rescate mas utilizada fue Sofosbuvir/Velpatasvir y Voxilaprevir en 6 pacientes (50%) seguida
de la combinacién Sofosbuvir/Ribavirina y Simeprevir en 3 (25%). Del total de pacientes
rescatados 11 (91.67%) presentaron RVS y uno recidivé. Se utilizaron dos pautas de tratamiento
de 12 y 24 semanas en 6 pacientes respectivamente (50%). Las pautas de tratamiento de rescate

utilizadas en los 12 pacientes se muestran en la figura 9y en la tabla 12.
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VARIABLES DEMOGRAFICAS

Sexo (Hombre/Mujer): n (%)
Edad (afios): M (DE)

9 (75%)/3 (25%)
62,21 (10,12)

VARIABLES CLINICAS

Genotipo viral: n (%)

1a 1(8,3%)

1b 4 (33,3%)
3 6 (50%)

4 1(8,3%)

Fibrosis: n (%)

FO-F1 0

F2 6 (50%)

F3 1(8,3%)

F4 5(41,7%)

Historia de tratamiento previo: n (%)

Biterapia 2 (16,7%)

Triterapia 1(8,3%)

Naive 9 (75%)
Respuesta a tratamiento previo: n (%)

Respondedor parcial 1(8,3%)

Recidiva

2 (16,7%)

Tratamiento con AADs de 22 generacion

SFV+LDV 5 (41,7%)

SFV+LDV+RBV 2 (16,7%)

SFV+DCV 5(41,7%)
Pautas

12 semanas 10 (83,3%)

24 semanas 2 (16,7%)

Tabla 11. Caracteristicas basales de los pacientes que presentaron recidiva.

Todos excepto uno (91,7%) de los pacientes rescatados respondieron al tratamiento. El Unico

paciente del estudio que no consiguid respuesta virolégica sostenida tras dos series de

tratamiento con AADs de segunda generacion era un paciente cirrdtico infectado con el
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genotipo 1b, con alto nivel de rigidez hepatica, que fallecié por un hepatocarcinoma multifocal

desarrollado afio y medio después de finalizar la terapia.

Tratamiento rescate

B Sofosbuvir/Velpa/Voxi
M Sofosbuvir/Velpa/Rbv
m Sofosbuvir/Dacla/Rbv
m Sofosbuvir/Dacla/Rbv/Sime

m Sofosbuvir/Rbv/Sime

Figura 11. Tratamientos de rescate utilizados

Genotipo Fibrosis (KPa) | AADs fracaso Pauta AAD rescate Pauta Respuesta
(semanas) (semanas)

la F2 (8,6) SFV+LDV 12 SFV+SMV+RBV 24 RVS

1b F4 (41,3) SFV+LDV 24 SFV+SMV+RBV 24 RVS

1b F4 (75) SFV+LDV 24 SFV+SMV+RBV 24 Fracaso

1b F4 (14,3) SFV+LDV 12 SFV+VELP+VOXI 12 RVS

4 F2(8,7) SFV+LDV 12 SFV+VELP+VOXI 12 RVS

1b F4 (23) SFV+LDV+RBV | 12 SFV+DCV+SMV+RBV | 24 RVS

3 F4(17,1) SFV+LDV+RBV | 12 SFV+DCV+RBV 24 RVS
F3(11,4) SFV+DCV 12 SFV+VELP+VOXI 12 RVS

3 F2(7,9) SFV+DCV 12 SFV+VELP+VOXI 12 RVS

3 F2(9,1) SFV+DCV 12 SFV+VELP+VOXI 12 RVS

3 F2(7,6) SFV+DCV 12 SFV+VELP+VOXI 12 RVS

3 F2(8,1) SFV+DCV 12 SFV+VELP+RBV 24 RVS

Tabla 12. Descripcion detallada de las pautas de tratamiento que fracasaron y los

tratamientos de rescate utilizados en cada caso.
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4.3.1.- Identificacion de variantes virales asociadas a resistencia al tratamiento (RAVs).

No se disponia de informacion de las mutaciones de resistencia a telaprevir y/o boceprevir en
ninguno de los 27 pacientes que se trataron con triple terapia. En todos los casos se optd por
utilizar AADs dirigidos frente a las actividades NS5A y NS5B, evitando el uso de inhibidores de la

proteasa.

Con respecto a los 12 pacientes que recidivaron tras el tratamiento con AADs de segunda
generacion, se pudo analizar de forma prospectiva en 5 (42%) la seleccion de mutaciones de
resistencia antes del inicio del tratamiento de rescate, utilizando para ello técnicas de
secuencian masiva en cuatro casos y secuenciacidén poblacional de productos de PCR en todos
(Tabla 13). En los cuatro pacientes en los que se analizaron las muestras por secuenciacion
masiva y poblacional se obtuvieron los mismos datos de mutaciones de resistencia, confirmando
la fiabilidad de los resultados de la secuenciacidon poblacional sobre las muestras de fallo
viroldgico. En el resto, el tratamiento de rescate se inicid sin disponer de este dato y las
mutaciones de resistencia se analizaron de forma retrospectiva sobre la muestra basal del

segundo tratamiento, utilizando en todos los casos la técnica de secuenciacién poblacional.

Tratamiento primera linea Tratamiento de rescate

Genotipo | Fibrosis (KPa) | AADs RAVs AADs Respuesta | RAVs

1a F2(8,6) SFV+LDV L31M SFV+SMV+RBV RVS NT

1b F4 (41,3) SFV+LDV Y93H SFV+SMV+RBV RVS NT

1b F4 (75) SFV+LDV Y93H SFV+SMV+RBV Fracaso R155K

1b F4 (14,3) SFV+LDV Y93H SFV+VELP+VOXI RVS NT

4 F2(8,7) SFV+LDV ND SFV+VELP+VOXI RVS NT

1b F4 (23) SFV+LDV+RBV | Y93H SFV+DCV+SMV+RBV | RVS NT

3 F4(17,1) SFV+LDV+RBV | ND SFV+DCV+RBV RVS NT

3 F3(11,4) SFV+DCV Y93H SFV+VELP+VOXI RVS NT

3 F2(7,9) SFV+DCV L31M SFV+VELP+VOXI RVS NT

3 F2(9,1) SFV+DCV Y93H+L31M | SFV+VELP+VOXI RVS NT

3 F2(7,6) SFV+DCV Y93H SFV+VELP+VOXI RVS NT

3 F2(8,1) SFV+DCV L31M SFV+VELP+RBV RVS NT
Tabla 13. Distribucion de mutaciones de resistencia en los pacientes sin respuesta al
tratamiento. En amarillo se resefian los pacientes en los que se dispuso de la informacidn
de RAVS antes del inicio de la terapia de rescate. En azul se muestra un paciente que habia
sido tratado con telaprevir+IFN+RBV previamente a su inclusion en la cohorte de estudio,
y en el que se observaron mutaciones de resistencia a telaprevir. En azul se muestran los
datos de RAVs disponibles en el momento de inicio de la terapia de rescate
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El anélisis de las mutaciones de resistencia reflejé que en la mayoria (11/12; 92%) de los
pacientes que recidivaron se observaron mutaciones de resistencia al tratamiento. El Unico
paciente no respondedor sin RAVs detectables correspondia a un caso de mal cumplimiento del
tratamiento. De los pacientes tratados con terapia de rescate, 11/12 (92%) consiguieron
respuesta viroldgica sostenida, y Unicamente un paciente cirrdtico (fibroscan: 75 KPa) no
respondid y presentaba en la muestra final mutaciones de resistencia. Este paciente fallecié

durante el seguimiento por desarrollo de hepatocarcinoma.

4.3.1.1 - Diseiio de cebadores especificos para la amplificacion de las regiones NS3-proteasa,
NS5A y NS5B del VHC.

Con el fin de analizar la identificacion temprana de mutaciones de resistencia, se procedié a
desarrollar una técnica de PCR en frio para la identificacion de las variantes minoritarias

portadoras de dichas mutaciones en muestras complejas de 4cidos nucleicos.

Los criterios principales para la seleccion de secuencias de cebadores especificos de las

diferentes regiones enzimaticas de interés fueron los siguientes:

A) Seleccién de las regiones que contienen las mutaciones de resistencia mas representativas
en regiones esenciales para la actividad enzimatica. En base a los resultados de prevalencia de
las mutaciones de resistencia en las muestras de recidiva analizadas (ver tabla 13), el andlisis se
centrd en el desarrollo de reacciones de amplificacion que permitieran detectar las variantes

Y93H y L31M de la regidn codificante NS5A y la variante R155K de la actividad NS3.

Para determinar si la aparicion de mutaciones de resistencia seguia una cinética diferente a la
observada en pacientes tratados con antivirales de 12 generacién, se incluyd un grupo de
pacientes tratados previamente con telaprevir sin respuesta y se analizé la cinética de aparicién
de mutaciones en la regién NS3. De este modo, ademas de la variante R155K anteriormente

citada, se incluyeron las variantes V36A/M, T54A y A156V/T/S.

B) Seleccidn de las zonas de las secuencias codificantes de cada una de las actividades analizadas
gue presentaban una mayor homologia entre los diferentes genotipos del VHC, especialmente
en las regiones de hibridacidon con los cebadores de la reaccion de PCR. Para el andlisis de las
secuencias de amplificacidn de la region NS5A se analizaron las homologias de secuencia de los
subtipos 1a, 1b y de los genotipos 3 y 4, correspondientes a los genotipos infectantes en los
pacientes que recidivaron. En el caso de lo region NS3 uUnicamente se tuvo en cuenta la

homologia de secuencias de los subtipos 1ay 1b, ya que estos fueron los genotipos tratados con
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telaprevir/boceprevir, o con la combinacién SFV+SMV+RBV en el paciente que no obtuvo

respuesta al finalizar la terapia de rescate.

C) Seleccidn de regiones que tienen baja homologia con secuencias de ADN humano. Para ello,
se realizd un estudio de homologia de secuencia de la regién de interés de la NS3 en la base de

datos de secuencia no redundante del NCBI.

De acuerdo con los criterios anteriormente mencionados, la secuencia y posicion en las regiones

codificantes de cada una de las actividades se muestran en la tabla 14.

OLIGONUCLEOTIDOS PARA DETECCION DE VARIANTES L31M DE NS5a
Primer Secuencia (5'- 3') Genotipo Posicidn
GlaFwi1 RGTGYTGAGCGAYTTYAA la 44-61 12 PCR
Gla REV1 CGCCAKACCCCCYTRTACCCG 1a 143-124 12 PCR
Gla FW2 AAGACCTGGCTRAARGCCAGC la 58-79 Nested
G1la REV2 TACCCGCGYTGGCAGGA 1a 129-112 12 PCR
G3 Fw1 CCGACTTCAARDCATGGCTC 3 50-70 12 PCRY Nested
G3 REV1 CCACACGCCCTTGTATCCC 3 141-123 Nested
G3 FW2 GCTCTCYGCTAAGATYATGC 3 66-85
G3 REV2 ACAGGAAATRAAGGGCAGCCC 3 118-97
OLIGONUCLEOTIDOS PARA DETECCION DE VARIANTES Y93H DE NS5a
G1lb FW1 CCTGYAGCAACAYGTGGC 1b 237-254 12 PCR
G1lb REV1 CARCGCCCTRGAATAGTT 1b 331-316 12 PCR
G1b FW2 CCCYATCAAYGCAYACACC 1b 265-283 Nested
G1b REV2 GGCGCYGGRGAGGGCGTGC 1b 311-294 Nested
G3 Fw1 TGTGCWAACATGTGGYACGG 3 239-256 12 PCR
G3 REV1 GYGCGCGAGTGTAGTTGGG 3 329-311 12 PCR
G3 FW2 TTCCCCATCAAYGAGTACAC 3 263-280 Nested
G3REV2 | RTGGRCAAGGTGTRCTGGGTCC 3 308-287 Nested
OLIGONUCLEOTIDOS PARA DETECCION DE VARIANTES R155K y A156V/T/S DE NS3
G1lb FW1 GYGCGCGAGTGTAGTTGGG 1b 13-33 12 PCR
G1b REV1 CCGACTTCAARDCATGGCTC 1b 124-144 12 PCR
Glb FW2 | ACAGGAAATRAAGGGCAGCCC 1b 36-57 Nested
G1b REV2 GGCGCYGGRGAGGGCGTGC 1b 101-131 Nested
OLIGONUCLEOTIDOS PARA DETECCION DE VARIANTES V36A y T54A DE NS3
G1lb FW1 TTCCTCGTGCAAGCGTGGA 1b 10-30 12 PCR
G1b REV1 ACACCATGTAGTGCTGAGGAGG 1b 105-125 12 PCR
G1lb FW2 CGGAGCGTACCTGTGCARC 1b 8-28 Nested
G1b REV2 TTCCTCGTGCAAGCGTGGA 1b 80-60 Nested

Tabla 14. Secuencia y posicion de los cebadores utilizados en las reacciones de cold-PCR. R:A/G),
M:A/C, V: No T, W:A/T, S:C/G, K:G/T, Y:C/T, H: no G, B: No A, D: No C.

4.3.1.2. - Optimizacion de las reacciones de PCR estandar en plasma.

Con el fin de determinar cual de las combinaciones de primers de amplificacién rendia mejores

resultados para su posterior uso en las reacciones de Cold-PCR, se ensayaron diferentes
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combinaciones de cada uno de los disefios. Para la identificacion de cada variante en los
diferentes genotipos se ensayaron diferentes combinaciones de oligonucleétidos. Para la

optimizacion se utilizaron muestras basales de plasma (Figura 12).
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Figura 12. Ejemplo de optimizacion de reacciones de amplificacién. Los ensayos
corresponden a la optimizacién de la reacciéon de amplificacién de las variantes V36A y
T54A de NS3. Se analizo la eficacia de amplificacién de las diferentes combinaciones de
cebadores: F1V1 + R1 (amplificacién de 111 pb), F2 + R2 (109 pb), F1V1 + R3 (368 pb) y F3
+R2 (365 pb). Los productos de amplificacion se analizaron en gel de agarosa al 2% tefiido
con GelRed. Los pares de cebadores F1V1 + R1y F2 + R2 rindieron resultados positivosen
6/10 y 4/10 muestras de suero analizadas, aunque la discriminacidn de los productos de
amplificacion y las posibles bandas de dimeros de cebadores no fue clara (Figura 3A).
Ademas, el andlisis de secuencia directa de los amplicones generd datos brutos ilegibles.
Por el contrario, el conjunto de cebadores F1V1 + R3 y F3 + R2 dio resultados positivos en
9/10 muestras (Figura 3B), y el producto generd secuencias legibles. Programa: 949C por
10 minutos y 40 ciclos a: 949C por 10 segundos; 522C 15 segundos; 729C2min.

4.3.1.3. - Optimizacion de las reacciones de Cold-PCR.

Una vez identificadas las reacciones de amplificacion mads eficientes, se analizaron las
temperaturas criticas de desnaturalizacién (Tc). Para ello se utilizaron como substrato de
amplificacidn plasmidos que contenian las regiones codificantes completas de los genes NS5A y
NS3 de los diferentes genotipos del VHC. Estos pldsmidos se amplificaron con las combinaciones
de cebadores determinadas previamente en un termociclador de gradiente en el que se
ensayaron diferentes temperaturas de desnaturalizacion (de 90 a 652C, en saltos de 52C). Se
considerd como temperatura critica de desnaturalizaciéon la mas alta en la que se obtenian

resultados negativos en la PCR (Figura 13).
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Temperatura de desnaturalizacién

I —— —

90 8580 75 70 65°C 90 8580 75 70 65°C

Banda de
amplificacion

Figura 13. Ejemplo de ensayo de optimizacion de reaccidn de condiciones de Cold-PCR. En
cada reaccidn se ensayaron diferentes temperaturas de desnaturalizacidon. En ambos casos
la temperatura critica fue de 859C, por debajo de la cual la PCR resulta negativa cuando se
amplifica una secuencia homogénea. No fue posible un ajuste mas preciso de la Tc ya que
el termociclador de gradiente no permite pasos de temperatura mas bajos.

4.3.1.4.- Andlisis de la capacidad de amplificacion selectiva de secuencias minoritarias de
VHC.

Para determinar si la técnica Cold-PCR puede amplificar selectivamente cepas minoritarias de
VHC en mezclas complejas de acido nucleico con la Tc determinada previamente, se realizé un
ensayo especifico utilizando diferentes mezclas de dos plasmidos que contenian el fragmento
NS3 de 458 nucledtidos, que difiere en solo 5 nucleédtidos (1,1%). En estos experimentos de
amplificacion uno de los plasmidos (mayoritario) estd siempre a una concentracion mas alta que
el otro (minoritario). Las diferentes mezclas de plasmidos se sometieron a Cold-PCR utilizando
las siguientes condiciones: 959C durante 10 minutos, (942C durante 30 segundos, 702C durante
4 minutos, 852C durante 5 segundos, 522C durante 2 segundos, 722C durante 20 segundos)
repetidos 40 ciclos. Los amplicones se probaron mediante secuenciacién directa para evaluar la
capacidad de la PCR en frio para recuperar las cepas minoritarias. El andlisis en gel de agarosa
del ensayo Cold-PCR mostré que esta técnica requiere la presencia de cantidades adecuadas
de las cepas minoritarias para dar resultados positivos. Asi, cuando se ensayaron mezclas de
plasmidos que contienen altos niveles de la cepa mayoritaria del VHC pero bajos de la cepa

minoritaria, no se obtuvieron resultados positivos.

Después de las reacciones de Cold-PCR se realizé una secuenciacion directa de los productos y
se construyé el arbol filogenético. Como se observa en la figura 14, las secuencias
estrechamente
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relacionadas con los plasmidos originales incluidos en la mezcla se amplificaron
predominantemente, pero en ningln caso fueron exactamente iguales a los plasmidos
originales. Esto se explica porque las dos colonias se amplificaron en las mezclas y, dependiendo
de la proporcidn de una base determinada en las secuencias amplificadas, en las secuencias de

consenso han aparecido las mas frecuentes (Figura 14).

Raz6n de concentraciones de plasmido:
minoritario/mayoritario

1:1 1:10 1:10? 1:10%1:10%1:10°

Col1

—_— 4{

—
0.002

Figura 14. A) Analisis de mezclas de plasmidos. En todas las muestras se incluyeron 10°
copias del plasmido. Unicamente se obtiene amplificacién cuando el pldsmido minoritario
estd presente. B) Arbol filogenético de las secuencias obtenidas en la Cold-PCR. Ninguna
de las mezclas ensayadas produce una secuencia idéntica a la de los pldsmidos originales:
pldsmido mayoritario (coll) y pldasmido minoritario (col2) (Tabla 2). Cuadro rojo: tipo
salvaje; caja azul: mezcla 1; caja verde: mezcla 2; caja amarilla: mezcla3

El andlisis global de los ensayos Cold-PCR demostré que la técnica permite la recuperacion de
cepas minoritarias del VHC en una proporcion de 1: 100 respectivamente de la concentracién
de virus presente en la mezcla. Esta capacidad de recuperacion puede aumentar a tasas de

dilucion mas altas (1: 1000 y 1: 10000) aunque de una manera no tipica (Tabla 15).

Razones de concentracion (cepa minoritarian: cepa mayoritaria)
1:10000 < 1:10000

10%: 102 ‘ 10%: 10

105: <10

106: <10

Tabla 15. Resultados de amplificaciéon de especies minoritarias de plasmido. Los nimeros
indican las copias de cada pldasmido que se incluyen en los viales de reaccidn. Gris: alta
homologia de los productos amplificados con la cepa minoritaria; naranja: alta homologia con
la cepa mayoritaria; negro: resultados negativos de amplificacion.
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4.3.1.5.- Analisis de prevalencia de mutaciones de resistencia en muestras clinicas.

Una vez optimizadas las diferentes reacciones de Cold-PCR para la identificacidon de especies
minoritarias de las regiones codificantes de NS5a y NS3 se procedié a estudiar las muestras

clinicas:

A) Pacientes tratados con AADs de segunda generacion incluidos en la cohorte de estudio. Se
analizaron las muestras basales y finales de tratamiento de 8 pacientes que recidivaron y de 10
gue obtuvieron RVS. En todos los casos se analizaron las muestras por PCR estandar y por Cold-
PCR. Ademas, algunas de las muestras finales de tratamiento se analizaron también por

secuenciacion masiva.

B) Pacientes tratados con terapia triple basada en TVR pertenecientes a una cohorte
independiente. Se incluyeron muestras basales y del tratamiento (de las semanas 4 y 12) de 5

pacientes no respondedores al tratamiento con TVR.

Debido a que la prevalencia de mutaciones de resistencia en muestras basales sin presién
selectiva previa por los antivirales es muy baja, todas las muestras se analizaron en 40 reacciones
independientes de Cold-PCR. Las reacciones de amplificacién se realizaron en presencia de
SYBRGreen y los productos amplificados se analizaron mediante curva de desnaturalizacién.
Unicamente las reacciones de amplificacién que presentaran desdoblamientos de la curva de
desnaturalizacidon -un indicador de la coexistencia de diferentes secuencias de VHC- se
analizaron por secuenciaciéon poblacional. En el andlisis de resultados, Unicamente se
contemplaron los cambios correspondientes a las mutaciones de resistencia descritas, y no se

tuvieron en cuenta cambios adicionales en otras posiciones.

Los resultados demostraron que el analisis de las muestras finales de recidiva presentaba
buenos resultados, con identificacidn de mutaciones de resistencia en todas las muestras
analizadas por secuenciacién masiva y por PCR estandar y secuenciacidn poblacional. Asimismo,

10/13 (77%) de las muestras de recidiva analizadas por Cold-PCR dieron resultados positivos.

Con respecto a las muestras basales, solo la técnica de Cold-PCR permitié identificar mutaciones
de resistencia en 8/13 (61%) de los pacientes recidivantes [5/8 (62%) de los pacientes tratados
con AADs de 22 generacion y 3/5 (60%) de los tratados con triple terapial y en 1/10 (10%) de los
pacientes con respuesta viroldgica sostenida. Las muestras basales no se analizaron por

secuenciacién masiva (Tabla 16).
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Muestra basal Muestra final
Secuenciacion Secuenciacion
Pacientes | Genotipo Tto Técnica % Poblacional % Poblacional | Masiva
PCR Std 100% | No MR 97% L31M
1a SOD/LDV L31M
L31M L31M
PCR Std 96% No MR 100% | Y93H
1b SOD/LDV ND
Y93H Y93H
PCR Std 99% No MR 100% | Y93H
1b SOD/LDV ND
Y93H Y93H
PCR Std 100% | No MR 100% | Y93H
1b SOD/LDV+RBV Y93H
Recidiva
PCR-Std 100% | No MR 98% R155K
1b SOF/SMV+RBV ND
R155K R155K
PCR-Std 100% | No MR 100% | L31M
3 SOF+DCV ND
L31M L31M
PCR-Std 100% | No MR 100% | Y93H
3 SOF+DCV Y93H
Y93H
PCR-Std 100% | No MR 100% | L31M+Y93H
3 SOF+DCV ND
1a PCR-Std 100% | No MR
SOD/LDV
(2pacientes)
1b PCR-Std 100% | No MR
RVS SOD/LDV ND ND ND
(5pacientes) L31M
3 PCR-Std 98% No MR
SOF+DCV
(3pacientes)
PACIENTES TRATADOS CON TRIPLE TERAPIA NO RESPONDEDORES
PCR-Std 100% No MR 100% V36A
v 1ipIc wciapia
V36A - V36A
PCR-Std 99% No MR 100% T54A
4N IIIPIC I.Clﬂplﬂ
T54A - T54A
PCR-Std 100% No MR 100% V36A
Recidiva v 1HipIc wciapia ND
V36A - V36A
PCR-Std 100% No MR 100% T54A
4V IIIPIC LCICPIG
PCR-Std 94% No MR 96% T54A
v IIIPIC l:lﬂ’ilﬂ

Tabla 16. Detalle de los analisis comparativos de las mutaciones de resistencia
utilizando diferentes métodos de analisis en muestras basales y finales de tratamiento.
En azul se sefialan las muestras analizadas con Col-PCR. En amarillo las muestras que
resultaron positivas para la presencia de mutaciones de resistencia. No MR:
mutaciones de resistencia no detectables; ND: no determinado. El andlisis de las
muestras basales de los pacientes que obtuvieron RVS se muestra agrupado.
Unicamente en 1 de los 10 pacientes de este grupo se detecté mutaciones de
resistencia.
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El andlisis secuencial de mutaciones en las muestras de seguimiento de los pacientes tratados
con triple terapia demostrdé un incremento paulatino del porcentaje de variantes resistentes:
3/5 (60%) de las muestras analizadas por Cold-PCR fueron positivas en la muestra basal,
descendiendo el porcentaje a 2/5 (40%) a las 4 semanas de tratamiento, simultaneamente a un
descenso en el rendimiento de las reacciones de amplificacidn, e incrementando finalmente a
4/5 (80%) en las muestras de semana 12 y 24 de tratamiento. De forma similar, las muestras
analizadas por PCR convencional fueron negativas para mutaciones de resistencia en las
muestras basal y de 4 semanas, comenzando a obtener resultados positivos 2n 2/5 (40%) en las

muestras de la semana 12 para ser finalmente positiva en todas las muestras de la semana 24

(Tabla 17).
Muestra basal Semana 4 Semana 12 Semana 24
Paciente | Andlisis | Positivos | RAVs Positivos | RAVs Positivo | RAVs Positivo | RAVs
s s
1 PCR-Std 100% No MR | 76% No MR 86% No MR 100% V36A

‘ V36A V36A V36A V36A

‘ T54A T54A T54A T54A

‘ V36A ‘ V36A ‘ V36A

‘ ‘ T54A T54A

Tabla 17. Resultado del andlisis secuencial de muestras de los pacientes no respondedores a
terapia triple tomadas a diferentes tiempos del tratamiento. En azul se sefialan lasmuestras
analizadas con Cold PCR. En amarillo las muestras positivas para la presencia de mutaciones
de resistencia. No MR: mutaciones de resistencia no detectables; ND: no determinado.

Uno de los factores que mas influyeron en el rendimiento de las reacciones de Cold-PCR es el
nivel de la carga viral. Se observé como el rendimiento de dicha estrategia disminuyé en la

semana 4 de tratamiento, momento en el que la cifra de ARN-VHC esta en un nivel mas bajo.

Finalmente, el aspecto mas significativo del analisis seriado de las muestras de seguimiento de
los pacientes tratados con triple terapia fue el de que el rendimiento relativo de las reacciones
de Cold-PCR fue paulatinamente mayor: en las muestras basales -sin presién selectiva por
tratamiento y con variantes minoritarias predeciblemente en baja proporcidén- el nimero de

reacciones de Cold-PCR con resultado positivo en los 40 ensayos realizados fue muy bajo (Figura
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15). Esta proporcién se fue incrementando en las muestras de seguimiento en las que la carga
viral desciende y se seleccionan las variantes de resistencia hasta ser practicamente del 100%

en las muestras finales en las que se verifica el fracaso al tratamiento antiviral.

6 100
o 90 - | @ % muestras positivas con
51 80 mutaciones de resistencia
g‘ 41 70 -
= 60 -
Q
2 34 50 -
3 0 -
> 2.4
=] 30 A
20 -
14
10 -
0L e ,
Cold-PCR Cold-PCR Basal Semana4 Semanal2 Semana 24
Negativa Positiva

Figura 15. Resultados de Cold-PCR en plasmas basales. A) niveles de carga viral en las muestras
gue resultaron positivas o negativas a las reacciones de amplificacion por Cold-PCR. B)
Porcentaje de reacciones positivas de amplificacién por Cold-PCR que confirman la presencia
de mutaciones de resistencia a tratamiento en cada uno de los tiempos de seguimiento de los
pacientes no respondedores tratados con terapia triple. Se incluyen Unicamente las muestras
de los pacientes en los que se confirmd la presencia de mutaciones de resistencia. El
porcentaje se calculé con respecto a los 40 ensayos de amplificacidn que se realizaron por
muestra.

En definitiva, las reacciones de Cold-PCR permiten identificar mutaciones de resistencia en
muestras basales de tratamiento, aunque con unos valores predictivos moderados y requiriendo
el analisis de un nimero de reacciones de amplificacidn muy elevado (al menos 40 reacciones)
por muestra. La potencial utilidad de la técnica se situa en el analisis de emergencia de
mutaciones durante el tratamiento, cuando el nimero de reacciones por muestra desciende
notablemente. Finalmente, la técnica de Cold-PCR pierde su funcién al analizar las muestras de
recidiva en las que la alta prevalencia de secuencias mutantes seleccionadas durante el

tratamiento hace que las reacciones de PCR estandar sean suficientes para su deteccién.
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4.4.- ANALISIS DE LA CINETICA DE ACLARAMIENTO DEL ARN-VHC EN PLASMA Y CMSPS.

Para analizar la cinética de aclaramiento del genoma viral en plasma y CMSPs se incluyeron 32
pacientes (12 tratados con telaprevir y 10 tratados con PEG-IFN + RBV y 10 pacientes de la
cohorte principal de este estudio tratados con AADsde ultima generacién). En 22 casos (9
tratados con TVR, 3 tratados con PEG-IFN+RBV y los 10 tratados con AADs se consiguié RVS; los
restantes 10 pacientes fueron no respondedores. En todos los casos se disponia de al menos dos
muestras de plasma y CMSPs. Con el fin de analizar las relaciones filogenéticas de las secuencias
virales detectadas en plasma y en CMSPs se procedié a amplificar regiones mds amplias que las
analizadas en el caso del analisis de mutaciones de resistencia, correspondientes a diferentes
regiones codificantes del virus. Para ello se disefiaron nuevos cebadores para las reacciones de

amplificacion (tabla 18).

4.4.1.- Cinética de aclaramiento en pacientes tratados con PEG-IFN+RBV.

En las muestras basales, todos los pacientes fueron positivos al genoma viral en plasmay 9 (90%)
en CMSPs. Al finalizar el tratamiento, todos los pacientes habian negativizado el genoma viral
en plasma y en 3 (30%) persistia positivo en CMSPs. Finalmente, tras el seguimiento de 24
semanas post-tratamiento, el ARN-VHC permanecia aun detectable en las muestras de linfocitos

de 2 (20%) pacientes.

4.4.2.- Cinética de aclaramiento en pacientes tratados con telaprevir.

En todas las muestras basales de plasma se detectd el ARN-VHC frente a Unicamente 9/10 (75%)
de las muestras de CMSPs. Sin embargo, durante el seguimiento se produjo una negativizaciéon
temprana del genoma viral en todos los pacientes analizados. Por el contrario, el ARN-VHC en
CMSPs persistié en algunos de los pacientes en ausencia de viremia en plasma. En 4 (33%) de
estos pacientes el ARN-VHC en las CMSPs se mantuvo durante un largo periodo de tiempo, hasta
finalizar el tratamiento, como Unico compartimento con genoma viral detectable (en 1 pacientes
durante 16 semanas, en 2 durante 24 semanas y durante 48 semanas, el paciente restante).
Especialmente importante es el hecho de que en 3 de los pacientes con mayor tiempo de
deteccion del ARN virico en CMSPs, este marcador fue detectable en la semana en que se

verificaba la RVS (Figura 16).
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OLIGONUCLEOTIDOS DE AMPLIFICACION PARA LA REGION NS5A

Nombre Secuencia (5'- 3') Genotipo Reaccion
1-NS5A G1A FW CAGCCTCACYGTRACCCAGCTCC la 12PCR

1*PCRY
5-NS5A G1A REV GGACCTGGCACGGGCATTT la Nested
3-NS5A G1A FW TRCACCAGTGGATAAGCTCGGA la Nested
1-NS5A G1B FW TCCTCTCCAGCCTTACCATCACTC 1b 12PCR

a

5-NS5A G1B REV CGGAGCGTACCTGTGCARC 1b 1NZ§IE dY
3-NS5A G1B FW CTGYTGAAGAGGCTCCACCAGTG 1b Nested
1-NS5A G3A FW CTAACTGTCACAAGYCTGCTCC 3a 12PCR
2-NS5A G3A REV CCTCYCTTAACAGGGGCTTRCA 3a 1°PCR
3-NS5A G3A FW GGCGYTTRCACCAGTGGA 3a Nested
4-NS5A G3A REV TGGAGGGGCGTAACGGTG 3a Nested

OLIGONUCLEOTIDOS DE AMPLIFICACION PARA LA REGION NS5B

Nombre Secuencia (5'- 3") Genotipo a?s;;:‘:iis:c?éen
1-NS5B G1A FW TACTCACCAGGACAGCGGGTTG la 12PCR
2-NS5B G1A REV GGGTTGTAGGGTCACGGGTRAGG la 12PCR
3-NS5B G1A FW TTCCTCGTGCAAGCGTGGA la Nested
4-NS5B G1A REV GTAGACCCTYTTTCCAGCRCC la Nested
1-NS5B G1B FW GTCTCCACCCTYCCTCAGGC 1b 12PCR
2-NS5B G1B REV CATAGCCTCCGTGAAGACTCGTAG 1b 12PCR
3-NS5B G1B FW CGTGATGGGCTCCTCATACGG 1b Nested
4-NS5B G1B REV GCTTGCCGCGTCCTCYTG 1b Nested
1-NS5B G3A FW TTGGACCGGCGCCYTGATA 3a 12PCR
2-NS5B G3A REV GTAGGAGTAGGCAAAGCAGCAAA 3a 12PCR
3-NS5B G3A FW ACACCATGTAGTGCTGAGGAGG 3a Nested
4-NS5B G3A REV GGTTCGGGCACGYGACAC 3a Nested

Tabla 18. Oligonucle6tidos utilizados en la amplificacion de los genes NS5A/NS5B.

Se indica el tipo de reaccion de amplificacion, su secuencia nucleotidica, y el
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Figura 16. Perfil de aclaramiento de ARN-VHC en plasma y CMSPs. A) Diagrama individualizado

de la persistencia del ARN-VHC en plasma y CMSPs de los pacientes tratados con telaprevir e

IFN+RBV. B) Datos globales de la cinética de aclaramiento del ARN-VHC en ambos

compartimentos, expresados como el porcentaje de muestras positivas en cada fase del

seguimiento. La caida de la positividad en plasma es muy acusada y ocurre en la semana 4,

mientras que en linfocitos la disminucion en los porcentajes de positividad es mucho mas suave.
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4.4.3.- Cinética de aclaramiento en pacientes tratados con AADs de segunda generacion.

El ARN-VHC se detectd en todas las muestras de plasma y en 7/10 (70%) de las muestras basales
de CMSPs, porcentajes similares a los encontrados en los pacientes tratados con telaprevir. Si
bien en este grupo de pacientes no se pudo analizar la cinética de aclaramiento del VHC durante
el tratamiento (por no disponer de muestras de ese periodo), si se pudo analizar la prevalencia
del ARN-VHC en las muestras finales del tratamiento y en las de seguimiento. Al contrario de lo
que se observd en los pacientes tratados con TVR, el ARN viral fue detectable en Unicamente

1/10 (10%) de las muestras del final del tratamiento.

4.4.4.- Andlisis filogenético de las cepas de VHC aisladas de plasma y CMSPs.

Con el objeto de determinar si las cepas de VHC detectadas en plasma y CMSPs son idénticas
entre si en cada paciente, y en consecuencia la positividad en linfocitos puede ser interpretadas
como una contaminacidn de virus plasmatico circulante o se trata de cepas filogenéticamente
diferentes, se procedid a realizar secuenciacion poblacional de los productos amplificados de
ARN-VHC de muestras pareadas de plasma y CMSPs. Se analizé la secuencia codificante de la
region NS3 de en 6 muestras basales de pacientes que posteriormente fueron tratados con
telaprevir y la regién NS5A de 3 pacientes tratados con Harvoni. El analisis filogenético de ambas

regiones rindié resultados diferentes.

Las secuencias de la region NS53 demostraron una gran dispersién entre cepas de VHC de
plasma y CMSPs (Figura 17). Asi, en ningln paciente se observd que las secuencias de ambos
compartimentos se agruparan en la misma rama del arbol filogenético. Por el contrario, lo que
se pudo verificar fue la segregacion de las secuencias de plasma y CMSPs en dos ramas
diferentes, con una probabilidad del 100% en el analisis boostrap de 500 replicaciones. Asi, en
una de las ramas, que se ha denominado “rama linfotrépica”, 5/7 (71%) de las secuencias
procedian de muestras de CMSPs. Por el contrario, en la rama plasmatica la mayoria de las
secuencias [4/5 (80%)] eran de origen plasmatico. Estos resultados sugieren que efectivamente,
las cepas aisladas en ambos compartimentos son claramente diferentes y no indican que su

deteccion en muestras de CMSPs proceda de contaminacién de particulas circulantes en plasma.

El andlisis de los 3 pacientes en los que se estudié la regién codificante NS5B fue diferente (Figura
6B). En este caso, en 2 de los pacientes las secuencias de linfocitos y plasma eran idénticas y se
agrupaban juntas. Por el contrario, en el tercer paciente, se confirmaba una segregacion clara
de las secuencias de plasma y CMSPs. Una posible explicacién de las diferencias encontradas

entre ambos analisis de secuencias estaria en el nivel de conservacidon de dichas secuencias. Asi,

93



el porcentaje de homologia de la regidon NS5B correspondiente a la actividad polimerasa viral es

mayor que la de la regidn NS3-proteasa.

4.4.5.- Andlisis de la evolucién de secuencias virales en CMSPs.

Los resultados del andlisis comparativo de secuencias de ARN-VHC extraidas de plasmay CMSPs
sugieren que las cepas identificadas en CMSPs no proceden de una contaminacién de particulas
virales circulantes. Sin embargo, no se puede descartar que dichas secuencias correspondan a
particulas virales adheridas a la membrana plasmatica del linfocito con anterioridad a la toma
de la muestra. Con el fin de determinar si las cepas linfotrépicas de ARN-VHC tienen realmente
funcionalidad se procedié a realizar un estudio longitudinal dindamico para estudiar la evolucion

de las secuencias de VHC de las CMSPs en cada paciente (Figura 17).

Figura 17. Analisis filogenético de, A) region codificante de la actividad NS3-proteasa viral y B)
de la regién NS5B de muestras pareadas de plasma y CMSPs tomadas antes del inicio de
tratamiento antiviral. En el caso de la regién NS3 se comprobé la segregacidn de secuencias de
plasmay CMSPs en dos brazos independientes. Por el contrario, la region NS5B -mds conservada
que la NS3- muestra segregacion de ambas poblaciones en Unicamente un paciente (#3).
Método estadistico: Neighbor-Joining. Método bootstrap (500 replicaciones). Los nimeros en

las ramas indican el porcentaje de arboles en que dicha rama aparece.
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Se analizaron 15 muestras de CMSPs de 5 pacientes. En todos los casos se incluyd una muestra
basal tomada en el momento en que el ARN viral era detectable en plasma, y muestras

adicionales de CMSPs tomadas en diferentes tiempos.
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El analisis de las secuencias de CMSPs demostrd que hay cambios importantes en las secuencias
virales en el tiempo (Figura 17). Asi, en ningln caso todas las secuencias de un mismo paciente
se agruparon en una misma rama. Sin embargo, el nivel de cambio del VHC detectable en CMSPs
es diferente entre las muestras basales (cuando el VHC era positivo en plasma) y las respectivas
muestras de seguimiento (negativas al VHC plasmatico) (distancia genética (media + DE): 0,88 +
0,30), que entre las muestras de seguimiento de cada paciente (distancia genética (media + DE):
0,28 +0,45) (Figura 18). Estos datos indican una ralentizacion de la diversificacién de secuencias
de VHC durante el periodo de tiempo en que el ARN-VHC permanece indetectable en plasma,
aungue no significa que dicha evolucidén desaparezca completamente: si bien solo en 2/5 (20%)
pacientes (#1 y #4) se produjo una evolucion de secuencias virales durante el seguimiento de
negatividad del genoma en plasma, los valores alcanzados de distancia genética son de los mas
altos observados en el andlisis filogenético, y tienen lugar entre 4 y 12 semanas después de la

indetectabilidad del ARN-VHC en plasma.

Figura 18. Andlisis filogenético de la region codificante de la actividad NS3-proteasa durante el
tratamiento con telaprevir en cinco pacientes. Se incluyeron muestras basales y muestras de
seguimiento. En dos pacientes (#1 y #4) se observo diferenciacion de las secuencias durante el
seguimiento. Método estadistico: Neighbor-Joining. Método bootstrap (500 replicaciones). Los

numeros en las ramas indican el porcentaje de arboles en que dicha rama aparece.
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4.4.6.- Analisis de pacientes respondedores tardios.

Para determinar si la persistencia de secuencias del VHC en CMSPs juega algun papel en la

reactivacion tardia de la infeccidn en pacientes curados, se estudiaron tres pacientes tratados
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con telaprevir con recaida de la infeccion. En la Figura 19A se muestran las caracteristicas clinicas

y epidemioldgicas de los 3 pacientes.

La reactivacion viroldgica ocurrid entre 6 y 15 meses después de verificarse la RVS24 (ver figura
19B). En dos pacientes se disponia de muestras de linfocitos tomadas en la semana 24 post-
tratamiento, en el momento en que se dio de alta a los pacientes. El analisis filogenético del ARN
de las muestras basales y de la primera muestra tras la recaida demostré que ambas secuencias
eran idénticas, lo que permitié concluir que se trataba de recaidas en los tres casos y no de

reinfecciones. Por ultimo, el analisis del ARN-VHC en CMSPs confirmd también la positividad.

Figura 19. A) Caracteristicas clinicas y tratamientos administrados a los tres pacientes que
sufrieron recaida tardia de la infeccién. B) Esquema de evolucién de la viremia de uno de los
pacientes con recidiva. Se observd una reactivacion en la semana 82, acompafiada de una

exacerbacion de los niveles de transaminasas.
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1b F2 12 semanas TVR+PeglIFN+RBV y 12 semanas PeglFN+RBV

96




4.5 ANALISIS DE DESCOMPENSACIONES PRE Y POST-TRATAMIENTO.

4.5.1.- Descompensacion hepatica.
Del total de pacientes estudiados se analizaron las descompensaciones que habian presentado

los pacientes con F4 tanto previo al inicio de tratamiento como posterior al mismo.

De los 124 pacientes 110 (88.70%) no presentaron ningln tipo de descompensacion
previamente. De los pacientes que si presentaron algin episodio de descompensacién 11
(8.87%) presentaron ascitis, 5 (4.03%) encefalopatia hepatica y 3 (2.41%) hemorragia digestiva
por varices esdfago-gastricas. Alguno de los pacientes presentd mas de un tipo de

descompensacion.

HDA

Encefalopatia

Ascitis

No descompensados

Total F4

0 20 40 60 80 100 120 140

Figura 20. Distribucidn de los pacientes F 4 que han presentado algun tipo de descompensacion

previo al tratamiento.

Tras recibir tratamiento de los 14 pacientes que habian presentado algun tipo de
descompensacion Unicamente 2 (14,29%) presentaron un nuevo episodio de descompensacion,
uno de ellos en forma de encefalopatia hepatica y otro como ascitis. Otro paciente recibid

posteriormente al tratamiento un trasplante hepatico.

De los 124 pacientes 11 (8.87%) presentaron descompensacién posterior al tratamiento sin
haber presentado previamente ningln tipo de descompensacion. De los pacientes que si
presentaron descompensacién 4 (3.22%) presentaron ascitis, 6 (4.84%) episodio de hemorragia

digestiva secundaria a varices eséfago gastricas, 2 (1.61%) algln episodio de encefalopatia
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hepatica, 3 (2.43%) trombosis portal. Alguno de los pacientes presenté mas de un tipo de

descompensacion.

Trombosis portal
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Figura 21. Distribucidn de los pacientes F 4 que han presentado algun tipo de descompensacion

después del tratamiento.

4.5.2.- Andlisis de la fibrosis y funcion hepatica en pcientes F4

Del total de pacientes estudiado se revisaron los pacientes F4 para comprobar la evolucién que
habia presentado la fibrosis hepatica, se recogieron un total de 124 pacientes y se analizé tanto
el APRI, FIB-4 y Fibroscan de todos ellos al menos un afio tras finalizar el tratamiento. También
se analizé el MELD previo al tratamiento y posterior. Para el calculo tanto del APRI como del FIB-
4 se recogieron datos analiticos como GOT, GPT y plaquetas. Para el calculo del MELD se
recogieron datos como bilirrubina total, creatinina e INR. A continuacidn se exponen los datos

previos al tratamiento en la tabla 19.

Variables M (DE) Previo al tto. Posterior al tto. P
GOT 88,42 (55,53) 30,92 (19,85) <0.01
GPT 88,10 (60,36) 25,50 (20,31) <0.01
Plaquetas 138,81 (74,85) 147,20 (70,66) 0.365
APRI 2,35(1,88) 0,70 (0.,91) <0.01
FIB-4 5,65 (4,00) 3,46 (2,59) <0.01

Tabla 19. Datos analiticos y marcadores de fibrosis APRI y FIB-4 de los pacientes F 4 previo y

posterior al tratamiento.
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Variables M (DE) Previo al tto. Posterior al tto. P
Bilirrubina Total 1,02 (0,61) 0,91 (0,62) 0.035
Creatinina 1,14 (0,90) 1,14 (0,62) 0.675
INR 1,06 (0,33) 1,09 (0,31) 0.724
MELD 8,88 (3,40) 8,66 (3,57) 0.623

Tabla 20. Datos analiticos y escala MELD en pacientes F4 previo al tratamiento y posterior al

tratamiento.

Respecto a la evolucién de la fibrosis hepatica medida por FibroScan se recogieron datos de 59
pacientes F 4 (47,60 %). Se objetivd tras al menos un afio después de haber finalizado el
tratamiento que la media de Kpa 16,80 (DE 13,92) siendo la distribucion de la fibrosis de la
siguiente forma: FO-F1: 8 (13,56%), F2: 14 (23,73%), F3: 8 (13,56%) y F4: 29 (23,4%). La media de
Kpa en la poblacion F4 previo al tratamiento era de 24 (DE 14,39), si lo comparamos con los
datos de fibrosis tras tratamiento presenta una disminucion de fibrosis estadisticamente

significativa (p<0.01)

4.5.3.- Andlisis del desarrollo de hepatocarcinoma y tumores extrahepaticos.

Se recogieron la aparicién de hepatocarcinomas en los pacientes F4. Se tuvieron en cuenta
aquellos pacientes que lo presentaban previamente y los que lo presentaron posterior al
tratamiento. Del total de 124 pacientes F4 el 16.12 % (13) presentaron o bien previo o posterior

al tratamiento hepatocarcinoma (Tabla 21).

Hepatocarcinoma N=13
Hombre 10 (76,9%)
Mujer 3(23,1%)
Edad media MEDIA (DE) 66,53 (9,31)
Aparicion:
Previo tratamiento 3(23.1%)
Posterior tratamiento 10 (76.9%)
Genotipo:
1b 10 (76,9%)
la 1(7.7%)
3 2 (15,4%)
Tratamiento VHC
Sofosbuvir+Ledipasvir 7 (53,8%)
Sofosbuvir+Ledipasvir+RBV 2 (15.4%)
Sofosbuvir+Daclatasvir 1(7.7%)
Sofosbuvir+Daclatasvir+RBV 1(7.7%)
Sofosbuir+Simeprevir+RBV 1(7.7%)
Ombitasvir+Paritavir+Ritonavir+Dasabuvir 1(7.7%)

Tabla 21. Caracteristicas de los pacientes que desarrollaron CHC.
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Un total de 10 pacientes desarrollaron tumores extrahepaticos durante el seguimeinto.

Sofosbuvir+Ledipasvir+RBV
Ombitasvir+Paritavir+Ritonavir+Dasabuvir

Ombitasvir/Paritavir+Ritonavir+Dasabuvir+RBV

Tumores extrahepaticos N=10
Sexo:
Hombre 5 (50%)
Mujer 5 (50%)
Edad media MEDIA (DE) 66,40 (12,50)
Tipo tumores
Hematoldgicos
Linfoma 2 (20%)
Mieloma multiple 1(10%)
Mielofibrosis 1(10%)
Digestivos:
Ca. Colon 2 (20%)
Ca. Gastrico 2 (20%)
Urolégicos:
Ca Vesical 1 (10%)
Respiratorio:
Ca Pulmon 1 (10%)
Genotipo:
1b 9 (90%)
1a 1(10%)
Tratamiento VHC
Sofosbuvir+Ledipasvir 4 (40%)

3 (30%%)
2 (20%%)
1(7.7%)

Tabla 22. Caracteristicas de los pacientes que desarrollaron tumores extrahepaticos.

4.5.4.- Andlisis de polimorfismos de la posiciéon rs1059476 de la actividad AurKB celular.Se

analizé la composicidn alélica de 12 pacientes (3 que presentaban hepatocarcinoma antes del

tratamiento antiviral, 3 que lo desarrollaron de novo tras la curacién de la infeccién y 6 pacientes

cirréticos qgiue no desarrollaron hepatocarcinoma). Ninguno de los pacientes a los que se

diagnosticé el CHC antes del tratamiento recidivaron tras su finalizacién.

Composicion alélica Poblacién F3-F4 general Pacientes CHC Pacientes F4
T 3,7% 16% (1/6) 0
TC 30,4% 33% (2/6) 33% (2/6)
CC 65,9% 50% (3/6) 67% (4/6)

Tabla 23. Comparacidn de la composicién alélica de la posicion rs1059476 de la actividad

AurKB entre poblacién F3-F4 general y las obtenidas en pacientes con HCC.
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4.6.- RESULTADOS CALIDAD DE VIDA VHC

4.6.1.- Caracteristicas basales de los pacientes tratados.

Del total de pacientes que se incluyeron dentro del grupo de tratamiento 44 (51.2%) eran
mujeres y 42 (48.8%) eran hombres. La edad media era de 57.24 afios con una desviacién tipica
de 11,52. Respecto al resto de variable socidemograficas, predominaban los casados con un

58.1% (50) de, un 34.9% (30) tenian estudios superiores y un 53.5% (46) tenianempleo.

El tratamiento que recibieron los pacientes en su mayoria fue la combinacidn de sofosbuvir y
ledipasvir en un 66.3% (57). El 47.7% (41) tenian un estadio de fibrosis F2 seguido del estadio F4
con un 25.6 % (22). De todos los pacientes que iban a recibir tratamiento con los AAD el 52.3%

(45) nunca habian recibido tratamiento previamente.

4.6.2.- Caracteristicas basales de los pacientes incluidos en el estudio.

Las caracteristicas basales de los pacientes control se exponen en la tabla 23.

Tratados No tratados
Variables P-valor
(n=86) (n=12)
Edad (afios): Media (DE) 57,24 (11,52) 55.67 (8,88) 0,629
Sexo
Varén 42 (48,8%) 6 (50%) 0,940
Mujer 44 (51,2%) 6 (50%)
Estado civil
Casado 50 (58,1%) 4 (33,3%)
Divorciado 11 (12,8%) 1(8,3%)
0,18
Soltero 16 (18,6%) 6 (50%)
Viudo 7 (8,1%) 1(8,3%)
ND 2 (2,3%)
Estudios
Primarios 24 (27,9%) 2 (16,7%)
Secundarios 29(33,7%) 6 (50%) 0,635
Superiores 30 (34,9%) 4 (33,3%)
ND 3(3,5%)
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Trabajo 36 (41,9%) 4(33,3%)
Desempleado 46 (53,5%) 8 (66,7%)
0,583
Empleado 4 (4,7%)
ND
Tratamiento
SOF+LDV 57 (66,3%)
OBV/PTV/Ritonavir +Dasabuvir 14 (16,3%)
Combinacion Ribavirina 9 (10,8%)
Otros 3(3,5%)
ND 3(3,5%)
Estadio Fibrosis
FO-F1 3(3,5%) 12 (100%)
F2 41 (47,7%) <0,01
F3 20(23,3%)
F4 22 (25,6%)
Tratamiento previo
Si 39 (45,4%) 2 (16,7%)
0,02
No 45(52,3%) 7 (58,3%)
ND 2 (2,3%) 3 (25%)

Tabla 24. Estudio de calidad de vida. Caracteristicas basales de los pacientes. DE: Desviacion
estandar; ND: Sin datos; SOF: Sofosbuvir; LDV: Ledipasvir; OBV: Ombitasvir; PTV: Paritaprevir.
Otros: Sofosbuvir + Simeprevir; Sofosbuvir + Daclatasvir; Ombitasvir /Paritaprevir/ Ritonavir. P-
valor significativo: p < 0.05.

4.6.3.- Analisis SF-36

Los resultados basales del cuestionario SF-36 tanto al inicio de tratamiento como al finalizarlo y
tras 12 semanas se exponen en la tabla 24. Cuando se analizan los subgrupos de pacientes no se
observan diferencias estadisticamente significativas entre el grupo control y el grupo de
pacientes que van a iniciar tratamiento. Cuando se comparan los grupos de pacientes que van a
iniciar tratamiento con los que lo acaban de finalizar se observa una mejoria general en todas
las dimensiones aunque de forma significativa solo en la percepcién de la salud en general

(p=0.004). Sin embargo cuando se compara el grupo de pacientes que iniciar tratamiento con el
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grupo valorado 12 semanas tras finalizar el tratamiento se encuentran mejorias significativas en
las dimensiones funcién fisica (p=0.023), dolor corporal (p=0.004), salud general (p=0.003),
vitalidad (p=0.007), funcién social (p=0.041) (Tabla 7). Cuando se comparan los grupos de
pacientes que han finalizado el tratamiento con los que acuden 12 semanas tras finalizar el
tratamiento no se encuentran mejoras significativas. Respecto al grupo control no se observan
diferencias estadisticamente significativas respecto a la segunda visita salvo en la dimension

salud general (p=0.038).

4.6.4.- Analisis EQ-5D-5L

Respecto al cuestionario EQ-5D-5L tanto al inicio de tratamiento como al finalizarlo y tras 12
semanas se exponen en la Tabla 25. En todos los apartados se observa un aumento del
porcentaje de pacientes que no presentan ninguna limitaciéon en la dimensién analizada
comparando el tratamiento basal respecto a las 12 semanas postratamiento. Cuando se
comparan grupos mediante la utilidad global del cuestionario se observa una mejoria global
significativa (p=0.035) entre los pacientes que inician tratamiento respecto a los pacientes tras
12 semanas de finalizarlo y una mejora significativa (p=0.012) en su EVA. Sin embargo, no se
observan cambios significativos entre los pacientes que finalizan el tratamiento y 12 semanas
posteriores. Respecto al grupo control no se observan diferencias significativas entre este grupo
y el de pacientes que van a iniciar tratamiento. El grupo control tampoco presenta diferencias

estadisticamente significativas respecto a la segunda visita.

Inicio de Final de 12 semanas de Valor P
Dimensién tratamiento tratamiento seguimiento (Iniciovs
(n=86) (n=42) (n=38) seguimiento)
Funcidn fisica 90 (25) 95 (10) 95 (16,3) 0,023
Problemas fisicos 25 (100) 50 (100) 75 (100) 0,175
Dolor corporal 72 (41) 84 (38,3) 84 (19) 0,004
Salud general 57 (37) 72 (25) 72 (25) 0,003
vitalidad 55 (21,3) 60 (21,3) 62,5 (25) 0,007
Rol social 87,5 (40,6) 87,5 (37,5) 93,8 (25) 0,041
Rol emocional 66,7 (100) 66,7 (100) 83,3 (75) 0,165
Salud mental 68 (28) 72 (17) 72 (21) 0,052
Tabla 25. Resultados descriptivos del cuestionario SF-36 en pacientes tratados. Todos los
datos estan expresados como mediana (rango intercuartilico). P-valor significativo: p <




Variables cuestionario EQ-5D-5L -(rr::8 6) ::I"Z-zt;; (S:=g;|!i;r)niento Valor P
Movilidad
No tengo problemas para caminar 77,4 80,0 86,1
Tengo problemas leves para caminar 10,7 15,0 5,6 0,045
Tengo problemas moderados para caminar 7,1 5,0 8,3
Tengo problemas graves para caminar 4,8 0,0 0,0
Cuidado-Personal
No tengo problemas para lavarme o vestirme 94,0 92,5 94,4
Tengo problemas leves para lavarme o vestirme | 3,6 7,5 5,6 0,61
I::tgi:mperoblemas moderados para lavarme o 24 0,0 0,0
Actividades de Todos los Dias
lc\l;it(;ai;\,rg]gsproblemas para realizar mis actividades 738 795 833
Zs;s;adir:?cl)iirggsnasleves para realizar mis 131 154 8,3
Zs;s;ggzslg?izsiamn:sderados para realizar mis 71 51 8,3 0.66
et cotdimmme ™ Jse oo o0
No puedo realizar mis actividades cotidianas 2,4 0,0 0,0
Dolor/Malestar
No tengo dolor ni malestar 56,0 71,8 80,6
Tengo dolor o malestar leve 25,0 20,5 11,1 0.19
Tengo dolor o malestar moderado 14,3 51 56
Tengo dolor o malestar fuerte 4,8 2,6 2,8
Ansiedad/Depresion
No estoy ansioso ni deprimido 58,3 67,5 77,1
Estoy levemente ansioso o deprimido 17,9 25,0 14,3
Estoy moderadamente ansioso o deprimido 15,5 5,0 5,7 0,35
Estoy muy ansioso o deprimido 71 2,5 2,9
Estoy extremadamente ansioso o deprimido 1,2 0,0 0,0
Estado de salud (0-100) 72,4 78,1 82,7 0,012

Tabla 26: Resultados descriptivos del cuestionario EQ-5D-5L en el grupo de pacientes tratados.

Tto: Tratamiento. P-valor significativo: p < 0.05. Estado de salud (0-100) corresponde a encuesta

EVA.

4.6.5.- Andlisis estratificado calidad de vida

No se observaron diferencias significativas en ninguno de los pardmetros estudiados cuando se

estratificd el analisis entre pacientes con (n=15) o sin (n=22) estudios superiores, o el grado basal

de fibrosis moderada (FO-F2; n=23) o avanzada (F3-F4; n=15). En el caso de pacientes en
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situacidon de empleo (n=26) o desempleo (n=12), se encontraron diferencias significativas en la

percepcion general de salud y vitalidad (Tabla 26).

Inicio Tto. vs. P-valor | Inicio vs. fin Tto. | Valor P
Dimension seguimiento
Salud general -10,00 (23,75) -5,00 (16,25)
Empleados (n=23) -15,00 (25,00) 0,070 -10,00 (19,00) 0,006
Desempleados (n=12) -2,00 (25,06) 0,00 (25,63)
Vitalidad -5,00 (20,00) -5,00 (21,25)
Empleados (n=23) -10,00 (15,00) 0,080 -2,50(25,00) 0,971
Desempleados (n=12) 0,00 (21,25) -5,00 (22,50)

Tabla 27. Analisis estratificado de pardmetros de salud general y vitalidad de acuerdo a situaciéf
laboral. Tto: Tratamiento. Todos los datos estan expresados como mediana (rangd
intercuartilico) P-valor significativo: p <0.05.
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DISCUSION
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5.1.- ANALISIS DE EFICACIA DEL TRATAMIENTO CON AADS. IMPLICACIONES CLINICAS Y
PERCEPCION DE CALIDAD DE VIDA.

Desde la aparicion de los AADs y de las sucesivas generaciones de estos farmacos para el
tratamiento de la hepatitis C se ha estudiado exhaustivamente la tasa de RVS en cohortes de

|ll

pacientes de “vida real”. No obstante, estos farmacos no han tenido Unicamente implicacion en
la curacion de la infeccién en estos pacientes, sino que ademads se han relacionado con efectos
beneficiosos sobre la historia natural de la enfermedad (riesgo de desarrollo de
descompensaciones, ingresos hospitalarios, aparicion de CHC, requerimientos de trasplante
hepatico, etc) y la calidad de vida percibida. Esta visién global sobre las cohortes de pacientes
de “vida real”, como la que es objeto de estudio esta tesis doctoral, puede mejorar el

conocimiento de las implicaciones que la curacion del VHC tiene en la sociedad, en un contexto

de eliminacién de la infeccidon por VHC como problema de salud publica

Nuestro estudio se ha llevado a cabo en una cohorte de 423 pacientes atendidos en la seccidn
de Hepatologia del HULP, de los cuales 421 fueron tratados con AADs de ultima generacién. La
cohorte —similar a otras en los aspectos epidemioldgicos- presentaba una distribucion
practicamente homogénea por sexos y el genotipo viral mas frecuente fue el 1, siendo el subtipo
mas frecuente el 1b. Esto coincide con otros estudios realizados en Espafia en los que el genotipo
1 suponia un 67% de los infectados y el subtipo 1b el 38% (Aguilera, 2017). En nuestro estudio,
el segundo genotipo mds frecuente fue el 3y a continuacidn el 4, siguiendo la misma distribucion
qgue la publicada en la literatura respecto de nuestro pais (Aguilera, 2017). Por otro lado, un
paciente presentd una infeccién mixta por dos genotipos (1a y 3). La infeccién por genotipos
mixtos no es frecuente desde que se dispone de métodos de biologia molecular que permiten
una buena caracterizacion de las distintas variantes, y en cualquier caso la incidencia en la

mayoria de los estudios se situa por debajo del 2%. (McNaughton, 2018)

Respecto al estadio evolutivo de la enfermedad, un 47% de los pacientes correspondian al grado
de fibrosis F2, seguido de un 29.5% que eran F4. El hecho de que casi un tercio de los pacientes
tuviera el diagndstico de cirrosis hepatica se explica por el periodo de realizacidn del estudio,
cuando por razones de priorizacién de los casos mas graves, se prescribia el tratamiento en
primer lugar a aquellos con enfermedad hepatica avanzada. De hecho, entre las primeras
directrices del PEAHC estaba la prescripcién y dispensacién de los AADs para todos los pacientes
con fibrosis por encima de F2 y estas recomendaciones fueron igualmente seguidas por las

Comunidades Autédnomas de nuestro pais.
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Este estudio se ha llevado a cabo a lo largo de cuatro anos, motivo por el que se han utilizado
distintas combinaciones de AADs. Ello se explica por la progresiva incorporacién de sucesivas
combinaciones de farmacos y a la vez es (til para analizar la evolucion del tratamiento (por
ejemplo, de medicamentos eficaces solo para algunos genotipos a las potentes terapias

pangenotipicas de ultima generacion).

En lo que se refiere a la duracién de las pautas utilizadas, predominan las de 12 semanas, con o
sin ribavirina, porque la mayoria de los pacientes tenian fibrosis avanzada. La pauta de 8
semanas con SOF/LDV (indicada en pacientes naive sin cirrosis con genotipos 1ay 1b) se utilizd
Unicamente en el 11,6% de los pacientes. Dos afios después, sin embargo, es frecuente en la
practica clinica la utilizacion de combinaciones pangenotipicas de 8 semanas de duracién y
existen en la literatura numerosas evidencias de la utilidad de estos esquemas tanto en los

ensayos clinicos como en las cohortes de “vida real” (Puigvehi, 2019).

Dado que se han utilizado distintas pautas de tratamiento, hemos subdividido los esquemas
terapéuticos en aquellos basados en sofosbuvir y los que no incluian este medicamento. Es de
destacar el hecho de que en nuestra serie, de 421 pacientes 332 (79%) recibieron tratamientos
basados en sofosbuviry 89 (21%) pautas sin este farmaco. Esta diferencia se explica no solo por
la potencia antiviral y la actividad frente todos los genotipos de sofosbuvir, sino porque las
formulaciones con inhibidores de NS5A (ledipasvir, velpatasvir), es decir, en ausencia de
inhibidores de la proteasa, resultan mas seguras en la préctica clinica especialmente en
pacientes cirréticos y ademas tienen un perfil de interacciones farmacoldgicas mas favorable, lo
que facilita su prescripcidon en pacientes polimedicados con otras comorbilidades. Por todas
estas razones, en nuestro estudio las combinaciones no basadas en sofosbuvir fueron
minoritarias. En este sentido, en nuestra cohorte existian diferencias significativas entre los dos
grupos de tratamiento respecto de la gravedad de la enfermedad (grado de fibrosis), con un
mayor numero de pacientes cirréticos tratados con regimenes basados en sofosbuvir. La razén
de ello estd en que las combinaciones basadas en IPs no deben utilizarse en pacientes con

enfermedad hepatica descompensada.

La administracidon concomitante de ribavirina con los AADs se utilizd en algunos pacientes para
intentar mejorar la tasa de RVS y acortar la duracién del tratamiento, pero debe subrayarse que
en la actualidad la ribavirina no es necesaria con las nuevas combinaciones de AADs de Ultima
generacién. Si analizamos nuestra cohorte, solo 55 (13%) pacientes recibieron ribavirina y la
mayor parte de ellos tenian un estadio de fibrosis 4 (cirrosis), porque con la evidencia cientifica

disponible en ese momento eran el grupo que mas podia beneficiarse de su administracion.
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También en este sentido, ninguno de los pacientes tratados con pautas cortas (8 semanas)
recibid ribavirina, puesto que como se ha mencionado anteriormente estas pautas Unicamente

estdn destinadas a pacientes con fibrosis leve y ausencia de tratamientos previos.

Es cierto que, a pesar de la controversia sobre la utilizacion de la ribavirina, en la literatura hay
bastantes estudios que refuerzan su papel sobre todo en subgrupos de pacientes “dificiles de
tratar”, subrayando la implicacidon de la ribavirina en retrasar o prevenir la aparicién de
mutaciones de resistencia (Feld, 2017). En nuestro estudio la ribavirina se utilizé de acuerdo con
las recomendaciones de las guias clinicas nacionales e internacionales, que apoyaban su uso en
pacientes con fibrosis avanzada para acortar la duracidn del tratamiento de 24 a 12 semanas en
el caso de las pautas basadas en sofosbuvir y para determinados subtipos (por ejemplo el 1a) en

regimenes de ombistavir/paritaprevir con dasabuvir.

Respecto a la tasa de RVS, en nuestro estudio alcanzo el 95.24% de los pacientes. Este dato es
muy similar al de la mayoria de los estudios publicados en los que la RVS estd en torno al 95%
en la practica clinica real (Puigvehi, 2019). No obstante, hay que tener en cuenta que en nuestra
cohorte se utilizaron algunos regimenes que dos-tres afios después ya se consideran subéptimos
cuando no obsoletos, especialmente desde la aprobacion a finales de 2017 de las nuevas
combinaciones  pangenotipicas de Ultima  generacion  (sofosbuvir/velpatasvir vy

glecaprevir/pibrentasvir.

Del resto de los pacientes que no consiguieron alcanzar la RVS, el 2.85% presentaron recidiva
tras finalizar el tratamiento y el 1,90% fueron malos cumplidores. Todos los pacientes que
recidivaron habian recibido tratamiento basado en sofosbuvir, pero debe recordarse que estos
fueron la mayoria e incluyeron a todos aquellos con enfermedad hepdtica
avanzada/descompensada. Analizando las caracteristicas viroldgicas de los pacientes que
recidivaron, el 50% presentaba genotipo 3 -el mas dificil de tratar-, en el que diversos estudios
han comunicado tasas de RVS en torno o inferiores al 90% (Nelson, 2015). En nuestra serie, si
tenemos en cuenta el total de pacientes infectados por el genotipo 3, se consiguié una tasa de
RVS del 81.25%, cifra que se asemeja a la de alguno de los estudios antes mencionados. Por
otro lado, el 50% de los pacientes que recayeron presentaban un estadio de fibrosis 2 y el resto

eran cirréticos (F4), que presentan peores tasas de RVS (Afdhal, 2014).

Como ya se ha mencionado, todos los pacientes que recidivaron recibieron tratamiento de
rescate: mas del 50% fueron tratados con la combinacién sofosbuvir/velpatasvir/voxilaprevir.
Dicha combinacién se aprobd en el ultimo trimestre de 2017 en Espaia para el tratamiento de

la hepatitis C en pacientes con genotipos del 1 al 6 y fallo a un tratamiento anterior con AADs
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(European Medicines Agency, 2019), y de hecho se trata de la primera combinacién de farmacos
aprobada para el tratamiento de pacientes que previamente habian recibido algin tipo de
terapia basada en inhibidores de NS5A. Las caracteristicas de esta combinacion, que incluye un
inhibidor de la polimerasa NS5B (sofosbuvir), un inhibidor de NS5A (velpatasvir) y un inhibidor
de la NS3 proteasa (voxilaprevir) la hacen particularmente Util para el tratamiento de rescate de
los pacientes previamente tratados con otros antivirales. Su utilizacién en nuestros pacientes no
produjo efectos adversos remarcables y proporcioné una tasa de RVS del 100% El resto de los
pacientes fueron tratados con otras pautas (sofosbuvir/simeprevir/ribavirina, entre otras),
especialmente antes de que la nueva combinacién estuviera disponible. En cualquier caso, se

debe insistir en el hecho de que, salvo uno, todos los pacientes alcanzaron RVS.

Si analizamos la subpoblacion de pacientes con fibrosis cirrética (F4) observamos que el
genotipo mas frecuente fue el 1b (67.7%) y el tratamiento mas utilizado la combinacion
sofosbuvir/ledipasvir (54.8%). En este subgrupo la RVS fue del 93.5% y hubo un 4% de recidivas.
Estos datos son muy similares a los de otros estudios publicados en la literatura, que ponen de

manifiesto la mayor dificultad de los pacientes cirrdticos para alcanzar la RVS (Afdhal, 2014).

En cualquier caso, la curacién de la infeccién por VHC puede evitar en pacientes que no
presentan enfermedad hepatica avanzada la evolucién a cirrosis y todas sus complicaciones.
También en los pacientes con cirrosis establecida la curacion de la infecciéon por VHC puede
mejorar la funcidn hepatica en la mayoria de ellos, con una significativa disminucidn de la tasa
de descompensaciones, requerimientos de trasplante hepdtico e incidencia de CHC. Es cierto
que existe un subgrupo de pacientes, con un marcado deterioro de la funcién hepdtica
(habitualmente con un score de MELD mayor de 20) en los que la eliminacién del virus

proporciona un escaso beneficio clinico (Bunchorntavakul, 2016; Belli, 2016).

Otro de los objetivos clinicos del estudio fue analizar la evolucién de los pacientes, con especial
atencién en aquellos con estadios mas avanzados de fibrosis (F4, cirrosis), en los que se
analizaron las descompensaciones de la enfermedad antes y después del tratamiento. En todos
los casos se revisaron las historias clinicas, registrando los episodios de ascitis, encefalopatia
hepatica, hemorragia digestiva alta secundaria a la hipertensién portal, y otras complicaciones

como la trombosis portal.

Del total de los pacientes cirréticos analizados, el 11% habia presentado algin tipo de
descompensacion previa. Después del tratamiento con AADs presentaron descompensacion de

la hepatopatia el 8.8%. El nUmero de pacientes incluido en este sub-analisis no permite
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establecer diferencias significativas, pero la tendencia -coincidiendo con lo comunicado en la

literatura- es a una disminucion en la incidencia de descompensaciones.

En la linea de lo ya mencionado, algunos estudios han intentan buscar factores predictores de
mala evolucién en los pacientes con cirrosis hepdatica descompensada y deterioro grave de la
funcién hepatica tratados con AADs. En uno de ellos se analizé el score BE3A, que identifica 5
factores que pueden predecir una mejor o peor evolucién de estos pacientes: indice de masa
corporal, presencia de encefalopatia, ascitis y niveles de alanino aminotransferasa (El-Sherif,

2018).

Respecto a la evolucién de la fibrosis en los pacientes F4 se comprobd una mejoria significativa
tanto en los indices seroldgicos APRI y FIB-4 como en los Fibroscan realizados al menos un aio
después de finalizar el tratamiento. No obstante, la mejoria de la funcién hepdatica evaluada por
el indice MELD no presentd una mejoria significativa. Este hecho indica que la disminuciéon de la
fibrosis se produce antes y de una manera mas acusada que la mejoria de la funcion hepatica,

que parece requerir mas tiempo.

En este estudio también se ha evaluado el cambio en la percepcién de la calidad de vida en los
pacientes sin manifestaciones clinicas de la enfermedad hepdtica o extrahepaticas, con el objeto
de determinar si la infecciéon por VHC puede ser “per se” una causa de empeoramiento de la

calidad de vida percibida como se ha sugerido en algunos estudios (Strauss, 2014).

Para ello se utilizaron dos cuestionarios previamente validados siguiendo la estrategia de uso
simultdneo de cuestionarios especificos y genéricos (Younossi, 2015). Dentro de los
cuestionarios especificos, uno de los mas utilizados en el estudio de pacientes con hepatitis C es
el ChronicLiverDiseaseQuestionnaire-HCV Version (CLDQ-HCV) (Younossi, 2016). En el
cuestionario EQ-5D se opto por utilizar el modelo 5L que ha demostrado superioridad respecto

al modelo 3L (Janssen, 2013; Agborsangaya 2014).

Estudios previos a la introduccién de los AADs confirmaron, utilizando el cuestionario SF-36, que
los pacientes con RVS presentaban una mejor percepcién en la calidad de vida en los aspectos
fisicos, sociales y de salud. Sin embargo, hay que tener en cuenta que estos estudios incluian
pacientes sintomaticos, ademas de los efectos secundarios asociados al tratamiento basado en

Peg-IFN y ribavirina (Negro, 2010),

En un estudio sobre 997 pacientes tratados con AADs (Geddaway, 2017) se demostrdg, utilizando
los cuestionarios EQ-5D y la escala EuroQOL, una asociacion negativa entre la calidad de vida

percibida y los sintomas de malestar y depresion (Huang, 2018). Sin embargo, en este estudio -
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al contrario que en nuestra serie de pacientes- se analizaba la calidad de vida en un momento

Unico sin tener en cuenta la mejoria presentada por los pacientes tras alcanzar la RVS.

En nuestros pacientes tratados encontramos una mejoria significativa de numerosos
parametros después del tratamiento, y ello indica que la infeccién por si misma puede causar
un empeoramiento en la percepcidn de la calidad de vida. Apoyando esta idea, los pacientes
controles no tratados no variaron su percepcion de la calidad de vida exceptuando un Unico
parametro. Estos resultados confirman los obtenidos en un estudio similar realizado con 56
pacientes analizados antes, durante y después del tratamiento con AADs, y en el que se constaté
una mejoria en la calidad de vida percibida a nivel de la funcidn fisica, problemas fisicos, dolor,
salud general, vitalidad y salud mental después del tratamiento (Sigueira, 2018). En nuestra serie
de pacientes se observaron mejorias significativas en el rol social pero no a nivel de los
problemas fisicos o salud mental, probablemente debido a la diferencia en el nimero de
pacientes tratados, asi como el momento de realizacion de la encuesta. No obstante, se ha
descrito también que los pacientes con estadios iniciales de fibrosis pueden presentar fatiga o
depresion (Gutteling, 2006), alteraciones neurocognitivas (Lowry) o en la neurotransmision

monoaminérgica (Weissenborn, 2006).

Por lo tanto, los pacientes asintomaticos infectados por el VHC presentan una mejoria en la
percepcion de la calidad de vida después de recibir tratamiento con AADs y presentar RVS. Estos
datos apoyan la hipétesis de que el VHC causa por si mismo un empeoramiento en la calidad de
vida de los pacientes, aunque no se puede descartar que el entorno y la perspectiva de curacion

de los pacientes tratados tenga algun efecto (Helbling, 2008).

Respecto al analisis de las mutaciones de resistencia se observé que la mayor parte de los
pacientes con recaida presentaban variantes resistentes a los AADs. La presencia de estas
mutaciones de resistencia se ha descrito ampliamente en la literatura (Sagnelli, 2018). No
obstante, aunque la presencia de mutaciones basales confiere resistencia a los antivirales, en
nuestro estudio se obtuvieron excelentes tasas de RVS, por encima del 95%. Por otro lado, de
los 12 pacientes que recidivaron, 11 (92%) alcanzaron RVS con el tratamiento de rescate. La
extraordinaria eficacia de los AADs, con tasas de curacion cercanas al 100%, desaconseja la
realizacion de andlisis basales de resistencias (recomendacion ya recogida en las guias de
tratamiento) y probablemente tampoco se precisen en los escasos fallos virolégicos observados
en la actualidad, dada la excelente eficacia de la combinacidon sofosbuvr/velpatasvir/

voxilaprevir.
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5.2.- UTILIDAD DE LAS TECNICAS DE IDENTIFICACION DE MUTACIONES DE RESISTENCIA.

La aplicacidn de la técnica de Cold-PCR, desarrollada en esta tesis para la deteccidén de variantes
minoritarias de ARN-VHC en presencia de mezclas complejas de acidos nucleicos (Milbury,
2011), ha demostrado su potencial para la identificacion temprana, en muestras basales, de
mutaciones de resistencia al tratamiento en un porcentaje significativo de pacientes. Estas
variantes fueron detectables tanto en pacientes que posteriormente recidivaron como en los
que respondieron al tratamiento, debido a que las mutaciones son pre-existentes al tratamiento
en la cuasiespecie viral. Mds representativa que la mera presencia de mutaciones de resistencia
en las muestras basales fue la frecuencia con que estas mutaciones fueron detectadas en ambos
grupos. Asi, en 8/13 (66%) de las muestras basales de pacientes que recidivarony en 1/3 (33%)

de los que alcanzaron RVS fue posible detectar mutantes de resistencia.

Como cabe esperar en este tipo de muestras, la proporcidén de cepas con mutaciones basales de
resistencia en ausencia de presion selectiva farmacolégica es a priori muy baja. Si bien la técnica
de Cold-PCR se optimizé para permitir la identificacidon en sistemas experimentales in vitro de
especies minoritarias presentes en una proporcidn del 0.01%, la riqueza de secuencia diana se
encuentra presumiblemente muy por encima de las proporciones reales en las que aparece en
las muestras basales. Por este motivo fue necesario ampliar el analisis ensayando en todos los
casos 40 reacciones de PCR por muestra. El porcentaje de PCRs positivas en las muestras basales
oscild entre el 1%-5%. Esta situacion fue cambiando segln se fueron analizando las muestras
obtenidas durante el tratamiento antiviral. Asi, el porcentaje de PCRs positivas se incrementé
hasta el 8% y el 25% en muestras de pacientes no respondedores tratados con triple terapia en
las semanas 4 y 12, respectivamente. Este incremento responde al enriquecimiento progresivo

de las variantes resistentes en presencia de presién farmacoldgica.

Sin embargo, y debido tanto a la eficacia de los AADs -para los que no se requiere el analisis de
resistencias- como a la necesidad de reproducir hasta 40 reacciones por muestra para identificar
las variantes, el uso de la Cold-PCR en muestras basales no es eficiente. Su papel se limitaria, en
combinacidon con técnicas de secuenciacion masiva, a la identificacion de mutantes en los

escasisimos pacientes con fracaso viroldgico después de tratamientos de rescate.

5.3.- ANALISIS DE PERSISTENCIA DEL ARN-VHC EN LOCALIZACIONES EXTRAHEPATICAS DE
PACIENTES RESPONDEDORES.

Como se ha sefialado anteriormente, el desarrollo de los nuevos y potentes AADs plantea por
primera vez la posibilidad de eliminar la infeccion por el VHC del organismo de los pacientes

respondedores y permite hablar también de eliminacion a medio plazo en términos de salud
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publica. Sin embargo, y desde un punto de vista estrictamente bioldgico, la eliminacidn definitiva
del VHC requeriria confirmar su desaparicién no solo del plasma y tejido hepatico sino también
de cualquier reservorio extrahepatico en el que el virus pudiera persistir. El concepto de curaciéon
de la infeccion en los pacientes tratados es de una gran importancia clinica, porque cierra la
posibilidad de reactivacién/recaida tardia o futura incluso en las condiciones mas desfavorables
como las situaciones de inmunosupresion, tan frecuentes hoy en dia en la practica clinica con la
generalizacién de medicamentos bioldgicos en multiples indicaciones (Lin, 2014). El marcador
universalmente utilizado para el diagndstico de la curacidén de la hepatitis C es la RVS, que se
define como la negativizacion del ARN-VHC plasmatico -analizado con técnicas de maxima
sensibilidad de RT-PCR- 12 semanas después de la finalizacion del tratamiento (RVS-12). Sin
embargo, ni en la mayoria de los estudios publicados ni por supuesto en la practica clinica, se
complementa la deteccién del genoma viral en plasma con el analisis de otros potenciales

reservorios virales.

Por este motivo en esta tesis se planted un sub-estudio en el que se realizé un andlisis
comparativo de la cinética de aclaramiento del ARN-VHC en plasma y CMSPs de los pacientes
tratados con distintos farmacos antivirales: A) pacientes tratados con IFN+RBV; B) con terapia
triple basada en telaprevir, y; C) con AADs. La seleccién de la fraccidn analizada de CMSPs se
basd en que ha sido este tipo celular el considerado cldsicamente como el candidato a actuar
como reservorio de la infeccidn por VHC en base a evidencias clinicas indirectas y a datos de

identificacion de secuencias de VHC en células linfoides.

Los resultados confirman que la cinética de aclaramiento del ARN-VHC es diferente en plasmay
en CMSPs en un porcentaje importante de los pacientes. Asi, el genoma viral se elimina mas
rapidamente en plasma que en linfocitos. Especialmente importante fue la observacion de la
persistencia del ARN-VHC en CMSPs en muestras del final del tratamiento de los pacientes
respondedores e incluso su deteccidon 24 semanas después de finalizarlo, cuando ya se habia
alcanzado la RVS. Pero debe subrayarse que se observaron diferencias en la cinética de
aclaramiento en funcién de la potencia antiviral de los distintos tratamientos, entendiendo esta
como la capacidad de un farmaco de inhibir la replicacidn viral de la forma mas rapida, profunda
y sostenida. De acuerdo con esto, el porcentaje de pacientes respondedores en los que el ARN-
VHC persistia positivo en CMSP al finalizar el tratamiento fue mayor en los pacientes tratados
con IFN+RBV (30%) -la combinacion terapéutica con menor potencia antiviral de las tres
ensayadas- que en los tratados con terapia triple (25%), y especialmente en los tratados con

AADs (10%). De forma similar, la persistencia del genoma viral en CMSPs después de la RVS 24
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se asocié también con el tipo de tratamiento: 20% de positividad en los pacientes tratados con

IFN+RBV-terapia, 8% en los tratados con TVR y 0% en los que recibieron AADs.

El significado clinico de la persistencia del ARN-VHC en localizaciones extrahepdticas es incierto
y no bien conocido, y se relaciona con el potencial linfotropismo del VHC. Una de las evidencias
clinicas indirectas a favor del linfotropismo del VHC es la relacion causal entre la hepatitis Cy el
desarrollo de trastornos linfoproliferativos, como el B-NHL (Zuckerman, 1997). Entre los
mecanismos patogénicos del desarrollo de LNH-B se han propuesto mecanismos directos
relacionados con la infeccién por el VHC de linfocitos-B, como la sobre-expresién de Bcl-2, y la
inhibicién de la apoptosis inducida por p53 y c-myc. Apoyando también la idea del linfotropismo
del VHC, el ARN viral se ha identificado en monocitos/macréfagos, linfocitos B (Bare, 2005) y en
células dendriticas (Goutagny, 2003) de pacientes con hepatitis C sin evidencia de trastornos
linfoproliferativos. Sin embargo, muchos autores sostienen que la identificacidon de secuencias
virales en los diferentes tipos celulares no implica necesariamente un papel de los mismos en el
proceso de reactivacion (Veerapu, 2001), e incluso en algunos casos se sugiere que las particulas
virales identificadas no reflejan una infeccion real, sino una mera adsorcién de esas particulas
circulantes a la superficie de las células B (Fujiwara, 2013), poniendo asi en duda el posible

linfotropismo del virus.

Las discrepancias en la literatura sobre si el VHC puede o no replicarse en los linfocitos, y en
consecuencia si es 0 no un virus linfotrdpico, se encuentra en la sensibilidad y especificidad de
las técnicas de identificacion de los intermediarios replicativos (cadena negativa del ARN-VHC),
que confirman la funcionalidad de las particulas virales detectadas (Blackard, 2006). En este
sentido, se han desarrollado en los ultimos afios diversas técnicas que permiten la amplificacion
selectiva de cada una de las cadenas de ARN del genoma (amplificacidn especifica de cadena),
entre las que destacan sistemas de amplificacién basados en la actividad Tth ADN polimerasa,
que presenta una capacidad de discriminacidn de cadenas 10.000 veces mayor que las
actividades taq polimerasa convencionales (Blackard, 2005). Incluso con niveles de especificidad
tan altos, no es posible descartar amplificaciones inespecificas de la cadena positiva en todas las
condiciones experimentales ensayadas. En este sentido, los ensayos realizados con la técnica de
Tth han proporcionado resultados contradictorios, aunque algunos de ellos reflejan la presencia
de la cadena negativa de ARN viral en una pequefia proporcion de pacientes con hepatitis C,

especialmente en los coinfectados por VIH (Laskus, 1998) y trasplantados (Radkowski, 1998).

Como los estudios basados en técnicas de amplificacién génica especifica de cadena producen

resultados contradictorios, es necesario un abordaje técnico diferente para analizar un
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problema clinico de gran importancia. En este sentido, se han ensayado cultivos de CMSPs de
pacientes infectados (Bare, 2005), asi como la infeccién in vitro de CMSPs de pacientes sanos
con plasma ARN-VHC positivo (Radkowski, 2004), el desarrollo de sistemas de expresién de
proteinas virales en vectores eucariotas (Hiasa, 2006), lineas linfocitarias estables que expresan
VHC (Wolk, 2005), microdiseccién con laser de captura (Sansonno, 2004) y ensayos de
hibridacidn in situ e immunohistoquimica (Chang, 2000). Si bien muchas de estas técnicas

confirman el linfotropismo del VHC, su relevancia debe ser confirmada en mas estudios.

Con el fin de analizar este aspecto, se realizé un analisis filogenético comparativo de muestras
pareadas de secuencias del VHC obtenidas de plasma y linfocitos extraidos simultdneamente.
Los resultados confirman que las secuencias de VHC de la fraccion linfocitaria son diferentes y
se agrupan en el arbol filogenético en una rama independiente de la de las muestras de plasma.
Estos datos sugieren que las variantes del VHC identificadas en CMSPs no procederian de la
adsorcion de particulas virales circulantes en la superficie celular. No se puede descartar sin
embargo que las células pudieran estar recubiertas de particulas virales procedentes de
procesos replicativos previos. Para analizar este aspecto estudiamos las variantes del VHC de
plasma y CMSPs durante el tratamiento. El analisis demostrd que tanto en el plasma como en
los linfocitos las secuencias virales eran diferentes en las muestras basales y las de tratamiento,

sugiriendo que ambas poblaciones evolucionaban con el tiempo.

Especialmente importante fue el hallazgo de que en los pacientes en los que el ARN viral se
mantenia positivo Unicamente en linfocitos, las secuencias en este tipo celular mostraban
variaciones con el tiempo. Esta evolucidon temporal de las variantes detectadas en linfocitos en
ausencia de particulas virales en plasma indicaria que realmente el VHC podria replicarse a ese
nivel. No obstante, y debido a la complejidad del problema, la identificacién de proteinas virales
no constitutivas seria de gran ayuda para definir la funcionalidad de las particulas virales
encontradas, especialmente en el caso de los pacientes respondedores. Asi, la deteccion de
actividad NS3-proteasa o NS5-polimerasa tras la negativizacién del ARN-VHC en plasma solo
podria ser explicarse en el contexto del mantenimiento de la actividad replicativa del virus y
descartaria los procesos de adsorcidn pasiva de particulas virales a la superficie de los linfocitos

como fuente de deteccidn de ARN-VHC extrahepatico.

Ante la posibilidad de que la persistencia de reservorios virales esté implicada en procesos de
recurrencia tardia de la infeccidén, se han realizado numerosos estudios en los que se
correlaciona la RVS con erradicacion o persistencia del VHC en tejidos extrahepaticos. La

mayoria de los datos disponibles corresponden a tratamientos con Peg-IFN+RBV, que ya no se
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utilizan, pero nos permiten evaluar la correlacidn entre RVS y recurrencia tardia. Los datos de
seguimiento de los pacientes respondedores apoyan la idea de erradicacién de la infeccion. Asi,
en una revisién exhaustiva de 4288 pacientes respondedores de 44 estudios clinicos, se
demostré que el 99% mantenian la respuesta virolégica durante periodos de seguimiento que
oscilaban entre 1-10 afios, al tiempo que se verificaba una mejoria de la enfermedad hepaticay

una disminucion de la incidencia de CHC y de la mortalidad por enfermedad hepatica.

Por otro lado, en un estudio con 17 pacientes respondedores se confirmé la presencia del VHC
en los macréfagos en el 65%, en las células linfoides en el 41% y en el higado en el 27%. La
cadena negativa se encontrd en los linfocitos de 2 pacientes y en los macréfagos de 4. Estos
resultados confirmaron la persistencia del ARN-VHC en pequeiias cantidades en los tres tipos
celulares durante periodos de tiempo de hasta 9 afos, que se relacionaba con la persistencia de
la inmunidad celular y humoral durante largos periodos de tiempo (Radkowski, 2005). Por el
contrario, en otro estudio realizado en 67 pacientes (48 de ellos tratados con RVS) se confirmé
gue los pacientes no tratados tenian ARN viral en las fracciones de CMSPs, linfocitos B y linfocitos
T, pero en ningun caso se encontraron cadenas negativas de ARN-VHC. Ademds, los ensayos in
vitro confirmaron la adsorciéon de las particulas virales en plasma a la superficie de los linfocitos
B. Finalmente, en ninguno de los pacientes con RVS se detecté ARN-VHC, sugiriendo que la

respuesta viroldgica se correlacionaba con la erradicacion del virus.

No se dispone en la literatura de informacién tan detallada para el tratamiento con AADs. En
esta tesis se incluyeron 3 pacientes tratados con terapia triple basada en boceprevir (1 paciente)
o TVR (2 pacientes) que experimentaron recurrencia tardia de la infeccidon entre 6 y 15 meses
después de verificarse la RVS. El analisis filogenético de las secuencias virales de la muestra
plasmatica basal y de la primera positiva tras la recidiva demostré en todos los casos que las
secuencias estaban estrechamente relacionadas, indicando que nos encontradbamos ante una
recidiva y no una reinfeccidn. En los tres pacientes fue posible confirmar la positividad del ARN

viral en linfocitos en muestras tomadas en la semana 24 de seguimiento post tratamiento.

En definitiva, los resultados de nuestro analisis de secuencias del VHC en CMSPs indican que en
un pequefio nimero de pacientes con RVS al tratamiento con farmacos “poco” potentes pueden
persistir secuencias virales en linfocitos durante periodos prolongados de tiempo. Por el
contrario, con la utilizacién de AADs ninguno de los pacientes presenta secuencias en linfocitos
después de la RVS. En este escenario se confirmaria la realidad de la erradicacion de la infeccion

y la ausencia de reservorios extrahepaticos.
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5.4.- MARCADORES DE PROGRESION DE CHC.

La curacidn de la infeccién por VHC introduce un cambio radical en la interaccion virus/huésped.
A través del tratamiento, esta interaccién -mantenida en la mayoria de los casos durante
periodos muy prolongados de tiempo en los hepatocitos- desaparece de forma brusca. Algunos
estudios han demostrado que la inhibicién de la actividad Aurora quinasa B (AURKB) a través de
una interaccién directa con la proteina del core del VHC puede relacionarse con el desarrollo y
la evolucién del CHC (Madejon, 2015), y esta homeostasis cambia tras la eliminacion del virus
de los hepatocitos. La sobre-expresién de AURKB en el CHC se asocia con una mayor agresividad
del tumor y con la aparicién de metastasis intrahepaticas, que dan lugar a inestabilidad
cromosémica y a la desregulacion de genes supresores de tumores y oncogenes. Por otro lado,
la ausencia o desregulacién de la AURKB puede dar lugar a inestabilidad cromosémica y a la
aparicion de aneuploidias. En un estudio realizado sobre 151 pacientes se confirmdé que la
distribucién alélica en la posicién rs1059476 del gen de la AURKB es diferente en los que
desarrollan cirrosis hepdtica, de forma que el alelo T aparece con una frecuencia
significativamente mayor en los pacientes cirrdticos en comparacién con los no cirréticos, en los
gue predomina la variante protectora C (Genetic variability of aurora B kinase coding region in
patients with chronic hepatitis C with and without cirrhosis. Comunicacién presentada en "The
International Liver Congress 2016, EASL, April 10-17, Barcelona). Este diferente
comportamiento se deberia a que los cambios en la estructura de la AURKB modifican los
patrones de interaccién con la proteina del core viral y en consecuencia su capacidad de inhibir

la actividad enzimatica.

En este estudio se analizé la composicion alélica de la posicidén rs1059476 del gen de la AURKB
en los pacientes con recidiva del CHC después del tratamiento antiviral y sobre el desarrollo de
cancer de novo tanto hepatico como extrahepatico. Los resultados indican que la distribucién
alélica en los pacientes analizados es similar a la de la poblacién que evoluciona a cirrosis
hepatica. Sin duda se debe ser cauto a la hora de establecer conclusiones sobre este punto
debido al sesgo por el reducido nimero (solo 3) de pacientes con CHC que se trataron con AADs
en nuestra cohorte, ninguno de los cuales recidivd tras el tratamiento. En este sentido, los
ultimos estudios sefialan que la relacién entre el tratamiento con AADs y el incremento del
riesgo de desarrollar CHC se sitia mas en la recurrencia que en la que la incidencia de novo de
tumores. Estos resultados preliminares sugieren la importancia de realizar un ensayo con mayor
numero de pacientes que contemple una firma genética mas amplia que incluya tanto la
actividad AURKB como la de otras actividades reguladoras de las modificaciones post-

traduccionales de histonas como es el caso de las deacetilasas.
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CONCLUSIONES
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Los pacientes tratados con antivirales de accién directa en estudios de vida real
presentan una tasa de RVS cercana al 100% presentando ademas un buen cumplimiento

del tratamiento.

Se disponen de farmacos de segunda linea con una alta efectividad para tratar las

recidivas.

La eliminacidn del VHC produce una disminucidn en las descompensaciones hepaticas

gue presentan los pacientes asociada a una disminucidn en la fibrosis.

La cinética de aclaramiento del ARN-VHC es mds lenta en la fraccién de CMSPs que en

plasma, independientemente del tratamiento ensayado.

La utilizacion de AADs de ultima generacidn garantiza la eliminacién de secuencias
virales en la fraccién de CMSPs tras el tratamiento, reforzando asi la posibilidad de

eliminacion/erradicacion definitiva del VHC del organismo de los pacientes tratados.

No se confirma en nuestra cohorte una relacién entre la eliminacién del VHC por
tratamiento con AADs vy la recurrencia o desarrollo de novo de cdncer hepdtico o

extrahepatico.

La infeccion por el VHC produce un empeoramiento en la percepcion de calidad de vida
en pacientes asintomaticos. Esta percepcidon mejora en algunos parametros una vez que

se elimina la infeccion.

Debido a la alta tasa de RVS la aplicacidn de técnicas como la secuenciacién masiva o la

Cold-PCR para la deteccion en muestras basales de mutaciones de resistencia al

tratamiento no serian coste-efectivas.
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CUADERNO DE RECOGIDA DE DATOS CALIDAD DE VIDA.

Sexo: 0O Hombre oMujer

Estado civil: OSoltero o Soltero con pareja o Casado

Nivel de estudios: oOPrimarios DSecundarios DSuperior

Situacidén Laboral: o Empleado 0 Desempleado

Nacionalidad: o Espafia 0 Extranjero..........eceeveceenenen.

Tratamiento que va a recibir ...,

Grado de fibrosis hepatica ...............cccoveveereennns O Fibroscan

Tratado previamente ©OSi 0ONo

o Viudo

O Biopsia

o Divorciado
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Su Salud y Bienestar

Por favor conteste las siguientes preguntas. Algunas preguntas
pueden parecerse a otras pero cada una es diferente,

Tomese el tiempo necesario para leer cada pregunta, y marque
conuna [ la casilla que mejor describa su respuesta.

iGracias por contestar a estas preguntas!

1. En general, usted diria que su salud es:

L L] [ [ L]

Excelente Muy buena Buena Regular Mala

2. éComo diria usted que es su salud actual, comparada con la de hace un
ano?:

Mucho mejor Algo mejor Mas o menos Algo peor Mucho peor
ahara que ahora que igual que ahora que ahora que
hace un ano hace un ano hace un afio hace un ano hace un afio
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3. Las siguientes preguntas se refieren a actividades o cosas que usted podria

hacer en un dia normal. Su salud actual, éle limita para hacer esas actividades
0 cosas? Si es asi, écuanto?

S, melimita S, melimta No, no me

mucho UM poc lirnita nada

2 Esfuerzos intensos, tales como correr,
e e P e O e O . O
b Esfuerzos I"I‘"H:dE'l"-:II.JT:E COME maver uns

Ernmmﬂ.itﬂﬁzﬁjﬁril_ﬂi_-----____ O ... 1= ... O-
¢ Coger o llevar la bolsa de la compral ™™™~ 7~ O e Do L
4 Subir varios pisos por la escalera, --------—--- [ oov HE
« Subir un sk piso por la escalera, wovememeene |1 oeeon 7 ool L]
t Agacharse o arrodillarse, —————- - - I E— E—— HE
a Caminar un kildmetro o mds ————— - - I E I RN HE
h Caminar varios certenarss de mebros, ———— - — |:|' —— |:|=' _____ |:|i
i Caminar unos 100 metros. -----—————--o - ———— |:|' _____ D“ ———- |:|5
i Bafarse o vestirse por g mismo. ---—--------—. .- O HE

4, Durante las 4 ultimas semanas, écon qué frecuencia ha tenido alguno de
los siguientes problemas en su trabajo o en sus actividades cotidianas, a
causa de su salud fisica?

_ Soho
Casi  Algunas  dlguna
Siernpre siempre  veres vEZ Munca
£Tuvo que reducir &l empo dedicado al trabajo
o a s5us actividades cotidianas? —_— L [1: |HES 1 _ [

éHizo menos de ko que hubiera querido hacer? ___ [ ]~ [ I S I [

¢ éTuwo que dejar de hacer algunas tareas en su
trabajo o en sus adividades cofidianas? _ _ _ _ B I Y I I C I O

ETuve difioultad para hacer su trabajo o sus
actividades cotidianas (por ejemplo, le costd mas

delomormal)? - ... ——- __.D- _D.’ Eli Dt----.l:l‘
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5. Durante las 4 iltimas semanas, icon qué frecuencia ha tenido alguno de los
siguientes problemas en su trabajo o en sus actividades cotidianas, a causa de
algun problema emodonal (como estar triste, deprimido o nervioso)?

Solo
. Casi Agunas  alguna
i Tuvo que redudir &l tiempo dedicado al trabajo EMPIE siempre  veces vez  flunca
0 a sus actividades cotidianas por algun
problems emodonal? ________________________ D'____ I O I R N CR i

¢Hizo menos de lo que hubiera quenido hacer

por akgun problema emacional? . . D-____ |:|‘____ D’_-_- |:|‘____ D‘
éHizo su trabajo o sus actividades cotidianas

menos cuidadosamente que de costumbre, por
algun problema emodional? . _________ O e O OO

6. Durante las 4 ultimas semanas, éhasta qué punto su salud fisica o los
problemas emocionales han dificultado sus actividades sociales habituales con
la familia, los amigos, los vecinos u otras personas?

Nada Un poco Reqular Bastante Mucho

[ L [ - [

7. éTuvo dolor en alguna parte del cuerpo durante las 4 ultimas semanas?

Mo, ninguno S, muypoco S,unpoco Si moderado SN, muche Si, muchisimo ‘

o o o o O O

8. Durante las 4 ultimas semanas, éhasta qué punto el dolor le ha dificultado su
trabajo habitual (incluido el trabajo fuera de casa y las tareas domeésticas)?

Nada Un poco Regular Bastante Mucho
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115
9, Las preguntas que siguen se refieren a como se ha sentido y como le han
ido las cosas durante las 4 iltimas semanas. En cada pregunta responda lo que
se parezca mas a como se ha sentido usted. Durante las ltimas 4 semanas
icon queé frecuencia...

_ Casi Algunes  Solo
SEMPIE cimpre  veces  alguna vez MNunca

s sesinti leno de vitaidad? o [ e e O [
b estvo muynerviese? o o e
. se sintid tan bajo de moral que nads

TR N —— [ S I I I RS I O I £
4 sesintio calmadoytranguil? ___________ [ - []r - [ - [J+--- [
e twomucha energi? .. [ [ [ O [
f e sintid desanimado y deprimide? ———--- [ ]' oo (17 oo (7o [Jeeee [
e o xS [ o N o N O N O B
n sesintio feliz? . __ I S I I I I R I
| 5o sinkid cansad?  oooeeneeeeee. L0 L2 Lo D [

10. Durante las 4 ultimas semanas, {con qué frecuencia la salud fisica o los
problemas emocionales le han dificultado sus actividades sociales (como visitar
a los amigos o familiares)?

Siempre Casisiempre  Algunasveces  Solo alguna vez Nunca

0 0 0 o O

11. Por favor diga si le parece CIERTA o FALSA cada una de las siguientes frases:

Totalmente  Bastante Bastante Totalmente
cierta derta MNolosé  falsa falsa

2 Creo que me pongo enfarmo mas

Facimente que otras personas —— - I I e N E O I O I
» Estoy tan sano como cualquiers_______ I N e N R B R I
- Creo que mi salud va s empeorar_____ [+ [+ []» [« [
S AU I CR I GOy B

4 Mi salud es excelente __
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Debajo de cada enunciado, marque UNA casilla, la que mejor describe su salud HOY.

MOVILIDAD
No tengo problemas para caminar

Tengo problemas leves para caminar
Tengo problemas moderados para caminar
Tengo problemas graves para caminar

No puedo caminar

AUTO-CUIDADO

No tengo problemas para lavarme o vestirme

Tengo problemas leves para lavarme o vestirme
Tengo problemas moderados para lavarme o vestime
Tengo problemas graves para lavarme o vestirme

No puedo lavarme o vestirme

ACTIVIDADES COTIDIANAS (E]. trabajar, estudiar, hacer las tareas
domésticas, actividades familiares o actividades durante el tiempo libre)
No tengo problemas para realizar mis actividades cotidianas

Tengo problemas leves para realizar mis actividades cotidianas

Tengo problemas moderados para realizar mis actividades cotidianas
Tengo problemas graves para realizar mis actividades cotidianas

No puedo realizar mis actividades cotidianas

DOLOR / MALESTAR
No tengo dolor ni malestar

Tengo dolor o malestar leve
Tengo dolor o malestar moderado
Tengo dolor o malestar fuerte
Tengo dolor o malestar extremo

ANSIEDAD / DEPRESION
No estoy ansioso ni deprimido

Estoy levemente ansioso o deprimido

Estoy moderadamente ansioso o deprimido
Estoy muy ansioso o deprimido

Estoy extremadamente ansioso o deprimido

SRy SRR SR Sy ) COO0O D0 DO Ccooo o SR SRR SR S )

COO0 OO
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Mos gustaria conocer lo buena o mala que es su salud HOY.
La escala esta numerada del 0 al 100.

100 representa la mejor salud que usted se pueda imaginar.
0 representa |a peor salud que usted se pueda imaginar.

Margue con una X en la escala para indicar cual es su estado
de salud HOY.

Ahora, en la casilla que encontrara a continuacidn escriba el
nimero que ha marcado en la escala.

5U SALUD HOY =

La mejor salud
que usted se
pueda imaginar

|J]JI|IIII|LLlllllIIIlllJ]]]Jl|IIII|Llll|lllllllJll]JII|IIII|lllL|IIIIIIlJJ]IJII|IIII|lltLIIIII|llJJ|
|IIII||||||IIII|llllIlllI|IIII||||||Illrillll|llllllll|||||||IIIIFIIIIIIIII|III|||||||IIIIIIIII|IIII|

La peor salud
que usted se

pueda imaginar
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