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Summary

The search for markers that can predict this natural history of the disease
facilitates clinical decision making. The identification of genetic markers
facilitates the management of the information, due to they are markers that
remain stable throughout the entire infectious process without alteration with the
evolution of the disease. This fact is an improvement over the classic
biochemical marker, which itself is influenced by the state of the disease in
which it is determined. Immunological genetic markers are of great interest.
Natural immunity is the main defense barrier against viruses. In addition, they
are related to inflammatory processes, so they are in direct connection with
some of the complications that result from infection with the hepatitis C virus
(HCV). The aim of this work is to search for immunological genetic markers that
can explain the natural evolution of hepatitis C virus infection in the patient
coinfected with the human immunodeficiency virus (HIV), addressing three
clinical points of especial interest, such liver fibrosis progression, identification
of patients with high likelihood of experience spontaneous viral clearance, and

early prediction of treatment induced side-effect.

Liver fibrosis progression is the main complication of HCV chronic infection.
This paulatine liver fibrosis progression lead to liver cirrhosis, end-stage liver
disease and, finally hepatocellular carcinoma. It should be noted that the liver
fibrosis progression is not cause by the HCV it-self (non-cytopatic virus), but
mediated by host immune system. Consequently, the study of immunological
markers could be essential in sense to predict liver fibrosis progression. In this
sense, this doctoral tesis project is constituted by two studies designed to
evaluate the influence of human leukocyte antigens type B (HLA-B) on the
progress of liver fibrosis. The first of these studies, is a retrospective
longitudinal study, which includes non-cirrhotic HIV/HCV co-infected patients
naive to HCV therapy. The evolution of liver fibrosis was measured using an
indirect and validated proceduce as liver stiffness. The main outcome variable
was liver fibrosis progression, defined as an increase of liver fibrosis stage of at

least with one degree. The study included 104 patients HIV/HCV co-infected



patients. Baseline liver fibrosis stage distribution of the population was: 62
patients with liver fibrosis stage consistent with FO-F1 (59.6%), 22 patients with
liver fibrosis stage consistent with F2 (21.2%), and 20 patients with liver fibrosis
stage consistent with F3 (19.2%). During a mean follow-up of 54.6 months, it
was observed that those patients bearing HLA-B*18 showed a higher (73.3%)
and faster liver fibrosis progression (24 [IQR: 8-29] months) than those not
carrying HLA-B*18 (38.2%, 34.5 [IQR: 14.7-51.2] months). This association was
also observed when was considered the development of F3-F4 liver fibrosis as
end-point among FO-F2 patients (HLA-B*18P°: 69.2%; 18 months [6.5-37] vs
HLA-B*18"e9: 28.2%; 37 months [IQR: 19-52]; p = incluir). In the second study,
it was evaluated if HLA-B*18 had a strong influence on liver fibrosis progression
in patients who had previously failed to therapy. The study had the same design
that the previous study with the main outcomes. Sixty-five HIV/HCV treatment
experienced co-infected with mean follow-up of 53 months. As we have
observed in HIV/HCV untreated patients, HLA-B*18 carrying treatment
experienced patients showed a higher and faster liver fibrosis progression
(81.1%; 24 months [IQR: 8-43]) than those not bearing HLA-B*18 patients
(38.9%; 39.5 months [IQR: 14.7-56.2]). This relationship was also observed in
the development of cirrhosis (F3-F4) from minimal fibrosis stage (FO-F2) (HLA-
B*18P°s patients: 77.7% vs. HLA-B*18"¢9 patients: 29.2%). From both studies, it
can be concluded that HLA-B*18 is related with a higher and rapid liver fibrosis
progression in HIV/HCV both naive and treatment experienced patients. The
determination of the HLA-B*18 couCL help to identified those patients in which
treatment shouCL be implemented prioritary due to the higher risk of develop

advanced liver fibrosis stage at short-term.

The polymorphisms of the interleukin 28B gene are of interest to differentiate
patients who are going to show spontaneous clearance of HCV during the acute
phase of the infection. The positive predictive value of this marker has been
estimated on 60-64%, clearly inefficient in clinical decision making.
Consequently, despite international clinical guidelines recognize the value of the
IL28B, can not recommend the implementation of this marker in routinary

clinical practice. This is due to IL28B miss-classified a large number of patients.



Thus, there are patients bearing interleukin 28B CC who do reach spontaneous
viral resolution, and, in contrast, patients carrying the unfavorable
polymorphisms who experience viral clearance. Due to this spontaneous viral
resolution is mediated by host immune system, we evaluated the impact of HLA
molecules and Natural Killers (NK) killer immunoglobulin-like recpetors (KIRS)
on the rate of spontaneous viral clearance in HIV/HCV co-infected patients. A
prospective transversal study incluiding HIV/HCV coinfected patients was
conducted. It was included two groups of patients: i) patients who experienced
spontaneous viral clearance, defined as presence of HCV-antibodies confirmed
by RIBA-III with undetectable viral load non-induced by therapy; ii) HCV
chronically infected patients, defined as detectable serum HCV viral load of
more than one year. The study population was constituted by 138 patients, 57
patients (41.3%) with self-limiting infection, and 81 patients (58.7%) with chronic
infection. In our study, IL28B showed a negative predictive value of 81.5% and
a positive predictive value of 61.6% for spontaneous viral clearance. We
identified HLA-B*44, HLA-C*12 and KIR3DS1 variants to be associated with
spontaneous HCV clearance, showing a negative predictive value of 77.4%,
85.7% and 86.2%, respectively. We developed an algorithm including HLA-
B*44, HLA-C*12, and KIR3DS1 in sense to optimize the prediction of
spontaneous viral clearance. The presence of at least one of the three markers
(defined as an unfavorable genetic profile [UGP]), in combination with IL28B
unfavorable genotype showed a negative predictive value for spontaneous viral
clearance of 100%. In the same way, the absence of these three genetic
markers (defined as favorable genetic profile [FGP]) in combination with the
IL28B CC genotype reach a positive predictive value for spontaneous viral
clearance of 74.1%. We concluded that the determination HLA-B*44, HLA-
C*12, and KIR3DSL1 significantly improves the predictive value for spontaneous
HCV clearance, identifying those patients with a high likelyhood of develop HCV

chronic infection.

Despite the current standar of HCV therapy consist on the combination of at
least two direct-acting antiviral drugs (DAASs) in absence of interferon (IFN),

there stil are some situation where IFN use is recommended. For example, in



those patients infected with HCV genotype 3, population with lower treatment-
induced healing rate, inclusion of pegylated interferon-based to DAAs is
recommended in sense to increase the likelyhood to have a success treatment
outcome. However, the use of IFN significantly increase the rate of side effects
and discontinuation of therapy by this reason. The main adverse effect related
to IFN-use is the development of thrombocytopenia. Currently, the mechanism
of IFN-induced thrombocytopenia is unknown. Nevertheless, it has been
suggested that, due to administration of pegylated interferon modulates the
activity of the immune system (especially NK lymphocytes), the induction of
thrombocytopenia could be immune-mediated. We conducted a prospective
longitudinal study including HIV/HCV chronically infected patients treated with
Peg-IFN/RBV to evaluate the impact of KIRs genotypes in the development of
thrombocytopenia secondary to pegylated interferon-based regimens. A total of
58 HIV/HCV co-infected naive patients were scheduled to receive their first
course with pegylated interferon plus ribavirin. Platelet count was determined at
baseline and at weeks 1, 2, 4, 8 and 12 of the treatment. The end point of the
study was the presence of thrombocytopenia, considering platelet count
<150,000 cells/mL. The 34.4% of patients developed thrombocytopenia. We
identified the absence of KIR2DS2 as risk factor for the development of
thrombocytopenia. In this sense, the 54.2% of patients with absence of
KIR2DS2 and the 225% of patients bearing KIR2DS2 developed
thrombocytopenia (p = poner). Furthermore, the development of
thrombocytopenia was faster in those patients with absence of KIR2DS2 than in
those bearing this immune-genetic marker (6.6 weeks vs. 10.3 weeks; p =
incluir). In conclusion, our study found that the absence of KIR2DS2 is
associated with a greater decline in total platelet count, lead in a faster
development of thrombocytopenia during pegylated interferon-based regimens
in HIV/HCV coinfected patients. Our results provide the first step forward to the
development of a biomarker with capacity to predict one of the most significant
adverse events during IFN therapy, which could be applied in different

scenarios where this drug is used (such HCV genotype 3 treatment).






INTRODUCCION



1. VIRUS DE LA HEPATITIS C

A mediados de los afios 70 comenz6 a describirse un tipo de hepatitis, muy
frecuente en receptores de transfusiones sanguineas, en los que no se
encontraban marcadores serolégicos de ningun virus hepatotropo conocido,
incluyendo Hepatitis A y B. A este tipo de hepatitis se le denomind hepatitis "no
A/no B" (NANB). La estructura molecular del virus fue identificada en el afio
1989 por Michael Houghton y sus colaboradores de la compafiia Chiron
Corporation (Emerville, California) tras llevar a cabo el clonado de las regiones
del genoma y el desarrollo de un test para el diagnostico de los anticuerpos,

denominandose virus de la hepatitis C (VHC) [1].

El VHC ha sido el primer virus descubierto por clonacion molecular sin el uso
de métodos bioldgicos o biofisicos. La reconstruccion del genoma se realizo a
través de la clonacién de acido desoxirribonucleico (ADN) complementario de
muestras de acido ribonucleico (ARN) presentes en el suero de un chimpanceé
infectado. EI ADN clonado se expres6 en Escherichia coli, en busca de un clon
gue expresase polipéptidos que reaccionaran con los anticuerpos presentes en
el suero de enfermos con hepatitis NANB.

1.1. ESTRUCTURA GENOMICA

El VHC pertenece al género Hepaciviridae, encuadrado dentro de la familia
Flaviviridae, junto a los géneros flavivirus y pestivirus. Se trata de un virus con
envoltura que recubre un ARN monocatenario de sentido positivo con una
longitud de 9,6 Kba [2,3].

Este genoma contiene una sola zona de lectura abierta (ZLA) flanqueada por
dos extremos no codificantes (ENCs) en 5’ y 3'. Estos ENCs tienen un papel
importante en la traduccién de las proteinas codificadas en ZLA y en la
replicacion del ARN viral. En el ENC-5" se encuentran cuatro dominios con
forma de bucle (DFB). Los DFB I, lll y 1V, forman el complejo de acople del

ARN viral en el ribosoma y la interaccion del ENC-5’ con el microARN 122



(miR122) regula tanto la replicacion como la traduccion del virus. EI ENC-3’

contiene tres regiones, una variable, una cola poliuracilica (poliU) y un dominio

conservado (region 3'X) formado por tres DFB. Tanto la cola poliU como 3'X

son esenciales en la replicacion viral [2,4].

La ZLA contiene la informacion para la traduccion de diez proteinas diferentes,

tres estructurales, situadas en 5’ (core, E1 y E2), y siete no estructurales, en 3’
(p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A y NS5B) (3).

1.1.1. PROTEINAS ESTRUCTURALES:

a)

b)

Core: proteina que da lugar a la capside virica, con afinidad de union
al ARN viral. Formada por tres dominios. D1, de caracter hidrdfilo, se
une al ARN del virus. D2 y D3 son de naturaleza hidrofoba. D2 se
encarga de su union al reticulo endoplasmatico y otras membranas
lipdfilas. Ademas de la formacién de la capside, esta proteina esta
involucrada en procesos inflamatorios como la fibrosis y la esteatosis

hepatica.

Glicoproteinas de envoltura E1 y E2: encargadas de formar la
envoltura del VHC. Ademas, se encargan de reconocer los
receptores de la superficie del hepatocito que median en la entrada
del virus, como el receptor del colesterol (LDL), los scavenger
receptor tipo 1B, los glicosaminoglicanos o el cluster de
diferenciacion (CD) 81 de la familia de las tetrasparinas, y en la
fusion del virus con las membranas celulares, como el transportador
de colesterol Nieman-Pick C1 like 1 (NPC1L1), la claudina-1 o la
ocludina-1. Compuestas por un dominio transmembrana y otro libre,
dan lugar a heterodimeros que forman la envoltura. EI dominio
transmembrana es de caracter hidr6fobo y el dominio libre contiene
aminoécidos sulfurados. E2 contiene dos zonas hipervariables, con
diferencias de hasta el 80% entre genotipos. La region hipervariable
1 es epitopo de diferentes anticuerpos neutralizantes, de ahi su alta

variabilidad. E2 es ademas de gran importancia en las primeras



etapas de la infeccién, ya que se encarga de la unién del virus con la
célula diana. E1 esta relacionado con fusiones intracitoplamaticas del

virus y las diferentes membranas.

1.1.2 PROTEINAS NO ESTRUCTURALES:

a)

b)

p7: viporina que forma canal i6nico para el metabolismo del calcio.
Esta formada por dos dominios hélice a transmembrana unidos por
un bucle-intracitoplamatico, esencial en la infectividad del virus. Este
canal p7 tiene gran importancia en el ensamblaje y replicaciéon del
VHC.

NS2: proteina transmembrana dimérica. Contiene dos secuencias de
sefalizacion que intervienen en la union a la membrana del reticulo
endoplasmatico. Ademas, su extremo carboxi-terminal, por union al
extremo N-terminal de la proteina NS3, forma un complejo
metaloproteasa dependiente de zinc, encargado de la
autodegradacion de este complejo, regulando la actividad de NS3.
NS2 interactia en varios puntos calientes del hepatocito, pero,
aunque su funciébn no es clara, se relaciona su actividad con la

replicacion y el ensamblaje virico.

NS3: principal reguladora de la actividad de las proteinas del VHC.
Se trata de una proteina con dos dominios activos diferenciados. En
el extremo N-terminal se encuentra el domino con actividad serin-
proteasa. Este dominio, junto a la unién con NS4A, que actiua como
cofactor de la actividad proteasa, se encarga de la rotura de las
uniones entre los diferentes dimeros que forma las proteinas del VHC
(NS3/NS4A, NS4A/NS4B, NS4B/NS5A y NS5A/NS5B). Esta actividad
es esencial en el ciclo biolégico del VHC, ademas de actuar en
diferentes rutas importantes que median este ciclo. El otro dominio
principal de NS3, situado en el extremo C-terminal de la proteina,
tiene actividad NTPasa/helicasa. Se encarga de desenrollar ARN

bicatenarios virales, para facilitar la formacién de la cdpside con ARN



monocatenario, para lo que gasta energia en forma de adenosina
trifosfato (ATP).

d) NS4A: cofactor de NS3, su funcion es anclar esta proteina a la

membrana del reticulo endoplasmatico.

e) NS4B: proteina transmembrana de caracter hidréfobo. Se ancla al
reticulo endoplasmatico induce la génesis de una “red membranosa”,
que sirve de matriz sobre la cual que se produce el complejo de la

replicacion viral.

f) NSB5A: proteina formada por tres dominios (I a Ill) y una hélice a N-
terminal, que sirve de anclaje a bicapas lipidicas. EI dominio |
contiene una ranura de unién a ARN, mientras, los dominios Il y 1lI
son variables entre genotipos de VHC. Se trata de una proteina
modulada por fosforilacion, siendo la forma fosforilada la activa en la
replicacion viral. Asi, en este estado hiperfosforilado, NS5A se
implica en la replicacion viral (transporta el ARN viral al complejo de
replicacién), modulacion de vias moleculares (involucrada en la

generacion de hepatocarcinoma) y en la resistencia al interferén-a.

g) NS5B: ARN polimerasa dependiente de ARN (ApdA). Genera copias
de ARN de polaridad positiva a partir de ARN copia de polaridad
negativa. Necesita de un cebador de ARN que aporte un extremo 3’
para iniciar la replicacion. El dominio polimerasa presenta una
estructura de “dedos, palma, pulgar”, que crea un ambiente éptimo
para la sintesis de la nueva cadena de ARN. Se han descrito
interacciones entre NS5B y NS5A, donde la segunda actia como
cofactor de NS5B.

1.2. CICLO BIOLOGICO DEL VHC.

Se pueden distinguir tres fases diferentes en el ciclo biolégico del VHC: 1)
anclaje y fusion del virus al hepatocito. 2) translocacion y replicacion viral y 3)

ensamblaje y liberacion de los viriones [5,6].



1.2.1. ANCLAJE Y FUSION AL HEPATOCITO.

Debido a caracteristicas propias, como es su baja densidad, el virus viaja en
sangre gracias a que es captado por lipoptroteinas de baja y muy baja
densidad (LDL y VLDL). Asi, el virus aprovecha el metabolismo de
lipoproteinas para infectar al hepatocito. Cuando la lipoproteina capta al VHC
se forma la particula lipoviral (PLV). Esta PLV es la forma infectiva del VHC
[7,8,9].

En primer lugar, se produce el anclaje del virus al hepatocito. Esto es mediado
inicialmente por dos tipos de moléculas: glucosaminoglicanos (GAGS) y el
receptor de LDL (rLDL). Asi, la fijacion a la membrana de la célula diana es
doble; por un lado, los GAGs interactlan con la proteina E2 de la envoltura del
virus, y por otro lado, la apolipoproteina E (ApoE) media la unién con rLDL.
Algunos estudios muestran que esta segunda union con rLDL da lugar a una
via no infectiva, ya que media en la degradacion de la lipoproteina y con ella la

del virus.

Tras este primer anclaje a la membrana del hepatocito, se genera una serie de
uniones que terminan de fijar la PLV al hepatocito y van a mediar la fusion y
entrada de la particula infectiva en la célula.

Una de estas uniones es la que se da entre el receptor scravenger clase B tipo
| (RS-B1) y la region hipervariable 1 de E2. RS-B1 es ligando de diferentes
tipos de lipoproteinas, tanto de alta densidad (HDL), como de baja (LDL,
VLDL). RS-B1 media la endocitosis de estas moléculas para su reclidado de
sangre y el metabolismo del colesterol. La union de PLV-RS-B1 da lugar a
cambios conformacionales en E1 y E2 y en la composicion lipidica tanto de la
PLV y de la membrana del hepatocito, que facilitan la union de la particula

infectiva a otros mediadores de la entrada del virus [7,8,9].

La mas estudiada de estas uniones es la que se da entre la region
hipervariable 1 de E2 y el receptor CD81. CD81 pertenece a la superfamilia de
proteinas transmembrana 4. Se forma por cuatro dominios hidrofobos

transmembrana (TM1-4) y dos dominios hidrofilos terminales, un bucle corto y



un bucle largo. Su accion principal se da en las primeras etapas de la entrada
del virus. Se asocia a otras proteinas de membrana para llevar a cabo su

actividad, destacando las proteinas Claudina-1, 6 y 9.

El complejo CD81-Claudina-1 modula diferentes vias intracelulares del
hepatocito. Como la iniciada por el receptor del factor de crecimiento
epidérmico, que activa una cascada de fosforilacion que termina facilitando la
entrada del virus en la célula. También, CD81-Claudina-1 favorece los efectos

de la via PI3K-AKT, facilitando la entrada del virus.

Otra molécula de membrana que actta en la entrada del VHC en el hepatocito
es la proteina Ocludina-1. Se ha sugerido que actia en las fases finales de la
entrada del virus, pudiendo tener un papel complementario a la accion de la
Claudina-1, involucrandose en el tropismo del VHC por el hepatocito. Sin
embargo, el papel exacto que esta molécula juega en la entrada del VHC en el

hepatocito es desconocida.

Por otro lado, se ha demostrado que NPC1L1 tiene un papel fundamental en la
entrada del virus, debido a su gran afinidad por la PLV. Este transportador
actla en la reabsorcion de colesterol de los conductos biliares al hepatocito

regulando los niveles plasmaticos.

Todas estas interacciones terminan en un proceso de endocitosis dependiente
de clatrina. La endocitosis genera un endosoma, del cual se libera la cadena de
ARN viral en el citosol por un proceso dependiente de pH, dando comienzo a la

fase de translocacion y replicacion viral [7,8,9].
1.2.2. TRANSLOCACION Y REPLICACION VIRAL.

La sintesis de proteinas en la célula eucariota esta mediada por un ARN
mensajero. Gracias a una caperuza de 7-metilguanina en el extremo 5', facilita
el acople en la subunidad 40S del ribosoma y favorecer la unién de la

subunidad 60S, dando lugar al ribosoma funcional 80S.



El ARN del VHC carece de esta caperuza en 5'. Es sustituida por el complejo
de acople del ARN viral en el ribosoma, situado en el extremo 5'. El acople al

ribosoma se produce gracias a los bucles lll y IV [7].

Formado el complejo de transcripcion, se produce la sintesis de las proteinas
virales desde el ARN viral. Esta sintesis se inicia con la formacién de un
precursor proteico, que es transportado a la membrana del reticulo
endoplasmatico. Desde el polipéptido precursor, se produce la escision de las

diferentes proteinas virales, mediado por la actividad proteasa de NS3.

Escindidas todas las proteinas del virus, estas se conforman en la membrana
del reticulo endoplasmatico, cambiando la conformacion de la misma,
generando una estructura conocida como “red membranosa”. En esta situacion,
se forma el complejo replicativo, formado por proteina no estructurales NS3,
NS4A, NS4B, NS5A y NS5B [7,8,9].

En primer lugar, NS4B induce la formacién de la red membranosa, punto en la
membrana del reticulo endoplasmatico donde se concentran las proteinas
viricas. En segundo lugar, se produce la accién helicasa de NS3, seguido de la
sintesis de una cadena de ARN de polaridad negativa primaria, que sirve como
molde para la obtencion del ARN de polaridad positiva del VHC. Seguido, se
produce la fosforilacion de la cadena ARN- por parte de la NS5A, y, por ultimo,

se forman cadenas ARN+ mediante la accion polimerasa de la NS5B.

En este proceso replicativo tiene un papel fundamental el miR122. Este miRNA
se encarga de reclutar a la proteina Argonauta 2, que se une al extremo 5' del
ARN viral, evitando la actividad de exonucleasas que degradarian este
genoma. También interviene la fosfatidil-inositol-4 quinasa lIlla, activada por
NS5A. Mediante su interaccion con NS5A, da lugar a una estructura de NS5A
estable funcionante. Ademas, la produccion de fosfatidil-inositol-4 fosfato,
estabiliza la red membranosa que suporta el complejo replicativo, favoreciendo

el acumulo de colesterol en dicha red membranosa.

1.2.3. ENSAMBLAJE Y LIBERACION.



Este ultimo eslabén del ciclo biolégico del VHC esta intimamente relacionado

con el metabolismo lipidico.

Antes del ensamblaje, se produce alrededor de la red membranosa un
reclutamiento de todos los componentes que daran lugar al virion final. De
especial interés son los cuerpos lipidicos (CL), organulos formados por una
bicapa fosfolipidica, encargados del deposito de acilglicéridos y ésteres de
colesterol. Estas organelas se encuentran distribuidas de forma uniforme por el
citoplasma en una célula sana, pero en el hepatocito infectado por el VHC se
acumulan en la red membranosa. Se han propuesto los CL como lugar de

ensamblaje del virién [8,9].

La proteina del core es el eje central de este proceso. Posee dos dominios, un
dominio hidrofilo que se une al ARN viral, y otro lipofilo que se une al CL. Asi,
una vez sintetizada, el core es trasladadado a los CLs, lo que sirve de sefal
para reclutar el resto de proteinas que forman la particula viral. Existen
diferentes factores que influyen en esta union, lo que se refleja en una

inhibicién de esta fase. Estos factores actian a tres niveles principalmente:

e Disminucién de la union core-CL: Es el caso de mutaciones puntuales en

la proteina core.

e Descenso en la actividad de proteinas que facilitan la union: como la

proteina diacilglicierol aciltransferesa 1, el factor de transcripcion IKKa.

e Alteracion de la fluidez del CL: la fosfolipasa A2 citosolica modifica la
estructura de los acilglicéridos que forman la CL, lo que modifica la

fluidez de la bicapa fosfolipidica.

Tienen un papel protagonista en este proceso varias proteinas no estructurales
del VHC. Por un lado, la proteina NS2, que se encarga de reclutar las proteinas
de la envoltura (E1 y E2) mediante un proceso en el que, actua como cofactor
la proteina p7, se produce la formacién de un complejo E1E2p7NS2. Este

proceso es el incio de de la formacion del virién, migrando al CL.



Por otro lado, la NS5A actla también en este proceso, actuando la fosforilacion
de esta proteina como sefal para su interaccion con la proteina core, lo que

inicia esta fase del ciclo bioldgico.

Reclutados todos los componentes finales del viridn, se inicia el ensamblaje.
Este proceso esta relacionado con la biogénesis de las VLDL y LDL. En la
envoltura del virion se han detectado Apoproteinas, en concreto apo B y apo E,
involucradas en el ensamblaje de las lipoproteinas. Se han observado estas
apoproteinas asociadas a la envoltura del virion y condicionan la infectividad
del mismo. La acumulacién de lipidos cerca de la red membranosa a nivel del
reticulo endoplasmatico, durante la formacién de la VLDL, da lugar, junto a la
baja densidad de la particula viral, a la PLV. Este proceso es mediado por apo
B. Formada la PLV, esta es liberada del hepatocito mediante la misma via de

liberacion de la VLDL desde el hepatocito al espacio de Disee [9].
1.3. EPIDEMIOLOGIA DEL VHC.

La infeccion por el VHC afecta globalmente a unos 130-180 millones de
personas [10, 11]. Esto supone que el 2-3% de la poblacion mundial porta en
suero anticuerpos frente al VHC (anti-VHC), lo que supone un grave problema
de salud a nivel global [11]. De este numero, aproximadamente, el 90%
pertenece a poblacion adulta (alrededor de 120 millones) y el 10% restante a
poblacion infantil [11]. Se ha encontrado carga viral, es decir, enfermedad
activa, en unos 80 millones de estos pacientes [11]. A nivel global las areas con
mayor presencia de viremia son China, Pakistan, Nigeria, Egipto, India, y

Rusia, que agrupan casi el 50% de los casos [11].

En Europa, el mayor pico de incidencia se produce entre los 55-64 afios [12],
siendo lItalia y Espafia, respectivamente, los paises con mayor prevalencia de
anti-VHC [11,12]. Se estima en Europa una prevalencia de 3,7-10 millones
[11,12]. La prevalencia en Espafia es aproximadamente de 688.000 pacientes
con anti-VHC, de los que 470.000 presentan carga viral [11]. Es destacable el
aumento de muertes por complicaciones secundarias a la infeccién por el VHC,
aumentando estas de 330.000 en 1990 a 704.000 en 2013 [13]. Asi, las



muertes por carcinoma hepatocelular (CHC) secundario a la infecciéon por VHC
ha incrementado entre 1990 y 2013 de 87.000 a 342.000 o las muertes por

cirrosis secundaria al VHC [13].

A nivel de genotipo viral, el mas comun es el genotipo 1 (G1), agrupando al
46% de los virus aislados, de los que un tercio se agrupan en la parte este de
Asia. Le siguen los genotipos G3 (22%), G2 (13%), G4 (13%), G6 (2%), y G5
(1%) [11,14,15]. En Europa, el G1 representa el 59%, seguido del G3 (24%),
G2 (10%), G4 (5%) y G5 (1,5%), siendo el G6 casi residual (19). En Espafa, el
G1 representa la mayoria de los casos de VHC (69%), de los que el 44%
corresponden al genotipo 1b y el resto al genotipo l1a (11). En pacientes
coinfectados VIH-VHC, la distribucion de genotipos se altera sensiblemente,
siendo el G1 el mas prevalente (57,8%), seguido del G4 (24,5%), G3 (15,5%) y
G2 (1,4%), siendo los genotipos 5 y 6 muy poco frecuentes y asociados a

pacientes procedentes de paises africanos [16].

Debido a que comparte con el virus de la imnunodeficiencia humana (VIH) vias
de transmision, la coinfeccién VIH-VHC es frecuente, sobre todo en pacientes
que han adquirido la infeccion por consumo de drogas de via parenteral [17].
Se estiman entre 2,3-4 millones de coinfectados a nivel global [14,18]. En
Europa, el 32% de pacientes VIH presentan anti-VHC [19]. En Espaiia, el 37%
de los enfermos de VIH presentan anti-VHC, presentando enfermedad activa el

22% de los mismos [20].



2. PATOLOGIA DE LA HEPATITIS C.

La historia natural de la hepatitis C comprende una fase aguda y, en la mayoria
de los pacientes, una fase cronica. La hepatitis aguda por VHC es un proceso
muy variable, abarcando desde formas subclinicas, hasta cuadros

sintomaticos, a veces graves.
2.1. HEPATITIS C AGUDA.

Se estima una incidencia de 4 millones de casos nuevos anuales [21]. EI VHC
tiene un periodo de incubacion de 2-12 semanas [22]. La fase aguda de la
enfermedad, en la mayoria de los casos, es asintomatica [22,23,24],
manifestandose estos en un 15% de los enfermos [22]. Puede tener una

duracién de unos seis meses.

Suele ser una enfermedad leve, por lo que es infradiagnosticada. Cuando se
manifiestan los sintomas, lo hacen de forma parecida a una gripe. En la minoria
de los enfermos aparece clinica hepatica, como es la ictericia (en un tercio de

los pacientes), orina oscura, dolor en hipocondrio derecho y anorexia [23,24].

La mayor complicacién clinica de la hepatitis C aguda es la cronificaciéon de la
infeccion. Asi, se considera enfermedad cronica la presencia de carga viral
detectable durante mas de seis meses. Se estima que el 60-85% de los

enfermos de hepatitis C aguda, cronificaran la infeccién [23].

En el 15-40% restante de los infectados por el VHC se va a obervar un
aclaramietno espontaneo del virus. Se denomina aclaramiento espontaneo del
VHC a la presencia de anti-VHC con ausencia de carga viral, sin la

administracion de un tratamiento especifico [23].

El aclaramiento espontaneo de la infeccién se asocia a varios factores, como
es el sexo, encontrando en mujeres mayores tasas de aclaramiento que en

hombres [25,26] o la presencia de ciertos genotipos favorables.

Algunos de estos genotipos protectores son el polimorfismo rs12979860 en el

gen de la interleuguina 28 B (IL28B) o en el antigeno leucocitario de



histiocompatibilidad (HLA) DQB1*0301 [22,27,28]. Asi, son diferentes los
estudios que muestran la asociacion del polimorfismo rs12979860 de la IL28B

con el aclaramiento espontaneo del virus [26,27,29].

En el contexto de la infeccion aguda por el VHC, es primodial, una vez
diagnosticada, reconocer cuales son ese 15-40% de pacientes que van a
mostrar un aclaramiento espontaneo del VHC. Encontrar estos pacientes
implica principalmente administrar un tratamiento a enfermos que no lo van a
necesitar. Se disminuye de ese modo la incidencia de efectos adversos y se

controla el gasto sanitario, al hacerse un uso racional de lo recursos.

El principal problema de la categorizacion de los pacientes en base a los
polimorfismos del gen IL28B, es que no explica el 100% de los casos. Es decir,
segun los diferentes estudios [26,27,29], alrededor del 60% de enfermos
portadores del polimorfismo citosina-citosina (CC) favorable muestran
aclaramiento espontaneo del virus. En el 40% de los pacientes con el

polimorfismo CC cronifica la infeccion.

En contra partida, el 30% de los pacientes con genotipos desfavorables timina-

timina (TT) o citosina-timina (CT), muestran aclaramiento espontaneo del VHC.

Aun con esta salvedad, en las diferentes guias clinicas [30,31], la
determinacion de los polimorfismos del gen de la IL28B, es el unico marcador

genético recomendado para considerar la evolucion del paciente.
2.2. HEPATITIS C CRONICA.

Se trata de una enfermedad de lenta evolucion, que, unido a la casi
inexistencia de sintomas, hace que la mayoria de los pacientes sean
diagnosticados en estados avanzados de la enfermedad [23]. Entre los signos
mMAas caracteristicos se presentan las mialgias y artralgias, junto elevaciones de
las transaminasas. La patologia presenta complicaciones hepaticas o

extrahepaticas.

2.2.1. COMPLICACIONES INTRAHEPATICAS DE LA HEPATITIS C.



Las complicaciones hepéticas derivan de la inflamacion crénica y el dafio que
sufre el higado durante la infeccién por el VHC, asi como al estrés oxidativo
generado por la respuesta inmunoldgica. Se trata de un proceso evolutivo,
caracterizado por una evolucién paulatina del gradio de firbosis hepatica hasta
cirrosis hepatica, enfermedad hepética terminal y, en algunos casos,

hepatocarcinoma [32].
2.2.2.1. FIBROSIS HEPATICA.

El primer escalén de este proceso es la fibrosis hepatica. Se caracteriza por la
formacion de tejido conectivo en el higado. La muerte de los hepatocitos da
lugar a la activacién de vias inmunoldégicas y fibrogénicas que terminan con el
depdsito de proteinas de la matriz extracelular que van a ser el inicio de la
cicatrizacion del tejido hepatico [33].

La fibrosis no es un proceso linear en el paciente de hepatitis C, si no que se ve
influenciada por la duracion de la infeccion y el envejecimiento [34,35].
Ademas, en la fibrosis hepatica intervinen diversos factores ambientales
(enolismo) y factores metabdlicos (esteatosis, insulino-resistencia, diabetes,
obesidad).

Algunos de estos factores, especialmente los metabdlicos, se ven exacerbados
en el paciente con infeccion del VHC, lo que da lugar a una mayor incidencia
de la fibrosis hepéatica en estos enfermos que en las otras condiciones de forma
aislada [23]. En la mayoria de los casos de respuesta al tratamiento de la

hepatitis C, se produce una regresion del proceso fibrético [36,37,38].
2.2.2.2. CIRROSIS HEPATICA.

Conforme mayor es el grado de fibrosis, la lesion avanza hasta una cirrosis

hepatica, punto final de la mayoria de las patologias que afectan al higado.

Ademas de la fibrosis del higado, se observan zonas isquémicas, producto de
la alteracion de la circulacion hepatica, que terminan produciendo nédulos de

regeneracion.



El depdsito progresivo de coldgeno produce un aumento de la resistencia
intrahepatica al flujo portal, con el desarrollo de hipertension portal y posterior
disfuncion circulatoria sistémica que caracteriza a la cirrosis. Esta situacion de

cirrosis se da en un 20-25% de los pacientes con hepatitis C cronica [39].

Debido a las descompesaciones de la cirrosis, aparecen complicaciones como
la ascitis o las varices esofagicas y el riesgo de sangrado que conllevan,
ademas de encefalopatia hepatica e ictericia en casos avanzados.

Existen diferentes algoritmos para pronosticar el grado de cirrosis. El primero
de estos fue el score de Child-Turcotte-Pugh (CTP). El CTP clasifica la cirrosis
en tres clases A, By C, segun el resultado obtenido tras la suma de puntos que
se le dan a una serie de medidas hepdaticas. Las variables incluidas son
bilirrubina total, albumina, tiempo de protrombina/INR, presencia de ascitis y

presencia de encefalopatia hepatica (tabla 1).

La escala CTP tiene dos problemas fundamentales. El primero es no poder
distinguir entre los diferentes grados de clase C o severidad (efecto “techo”
para la bilirrubina y efecto “suelo” en la albumina). El segundo problema es que
no incluye el dafo renal dentro de las variables, ya que es un marcador de
prondstico de cirrosis y dafio hepatico agudo.

Clase A

Puntuacion 56

Factor/puntuacion asignada 1 punto

Bilirrubina total (umol/L <34

Albtmina sérica (g/L) >35

Tiempo protrombina/INR <17

Ascitis No

Encefalopatia hepética No

Clase B

79

2 puntos

34-50

2835

171230

Leve

Grado Il {suprimida con medicacion)

Tabla 1. Clasificacion CTP.

Clase C

10-15

3 puntos

>50

<28

5230

Moderada-severa

Grado IV (refractaria)



Otra escala usada para medir la cirrosis es el modelo de fase terminal de
enfermedad hepatica (MFTEH). La principal novedad es la inclusion de la
funcién renal en el calculo de probabilidad. Asi, el algoritmo tiene en cuenta la
bilirrubinemia, el INR, creatinina y la causa de la cirrosis (alcohdlica u otra
causa como hepatitis viral). El modelo a usar es: R = 9.6 * In(creatinina mg/dL)
+ 3.8 * In(bilirrubina mg/ dL) + 11. 20 * In(INR) + 0.64 * (causa de la cirrosis; O:

enolismo o colestasis hepatica; 1: hepatitis viral u otra enfermedad hepatica).
2.2.2.3. CARCINOMA HEPATOCELULAR.

La principal complicacion de la hepatitis C a largo plazo es el CHC. El VHC es
el segundo factor de riesgo en paciente con CHC precedido de la hepatopatia
alcoholica en Estados Unidos [40]. La incidencia del CHC debido a la infeccién
por el VHC se incrementdé en un 102% entre 1993 y 1999, manteniéndose
incidencia por hepatopatia alcohodlica constante [40]. En Espafia, el 83% de los

casos de CHC presenta hepatitis C crénica.

Las vias en que el VHC induce el CHC no estan claras aun. Se estipula que la
cirrosis que genera la infeccion crea un ambiente idéneo para la
carcinogénesis. Ademas, se piensa que las proteinas viricas tienen efecto

carcinogénico “per se” [41,42].

La liberacion de radicales libres, la respuesta inmune y la liberacion de
proteinas matriciales desde las células estrelladas, que genera la fibrosis
inducida por la infeccion del VHC, dan lugar a cambios genéticos en el
hepatocito. Estas mutaciones alteran las vias oncogénicas paracrinas,
estimulandose diferentes factores de crecimiento, dando lugar a la instauracion
del CHC [43].

En la infeccién por el VHC, el riesgo de sufrir CHC se aumenta segun lo hace el
grado de fibrosis hepatica. Asi, sobre el 90% de los CHC tienen como base una
fibrosis hepética o una cirrosis [44]. La rigidez hepatica indicativa de cirrosis es

un factor predictivo de descompensacion hepatica, entre ello el CHC [45,46].



Asi, el aumento de una unidad de rigidez hepatica aumenta un 11% el riesgo
de sufrir CHC [47]. En pacientes donde se observa eficacia del tratamiento
frente al VHC, la consistencia de la fibrosis hepética es indicativo de mayor

riesgo de padecer CHC [48].

2.3. LA COINFECCION CON EL VIRUS DE LA INMUNODEFICIENCIA
HUMANA.

El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), comparte con el VHC vias de

transmision. Sobre todo, vias sexuales y por transfunsion sanguinea [15].

Por este hecho, y por la inmunodeficiencia generada por el VIH [49,50,51], el
paciente coinfectado VIH/VHC es una entidad patolégica frecuente, con una

serie de caracteristicas clinicas propias.

Asi, tras la infeccion aguda, la tasa de aclaramiento espontaneo disminye al 10-
15%, lo que supone que la coinfeccion favorece la cronicidad, favoreciéndose
las complicaciones de la misma. Se ha observado en este sentido, que las
células NK mejoran el aclaramiento del virus en estos pacientes por vias

dependientes de interferén [52,53]

Instaurada la hepatitis C cronica, la viremia es mayor que en el paciente
monoinfectado, especialmente, esto es destacable cuando el recuento CD4 se
ve muy comprometido [53,54,55]. Relacionado con esta mayor viremia, el curso
de la enfermedad es peor. Asi, la patologia hepatica de la infeccién por el VHC
se ve favorecida [55,56,57,58,59,60,61,62].

Macias y colaboradores [56], en una muestra de 142 pacientes, observan que
la esteatosis hepatica es frecuente en el paciente coinfectado VIH/VHC,
calculando una frecuencia de esteatosis del 60% al inicio del estudio. Ademas,
en este estudio, se realizd seguimiento de los pacientes mediante biopsia
hepética, separadas unos 3 afios. Durante el seguimiento se ve un incremento
de la hepatoesteatosis al 77%. También indican que, durante el seguimiento, el
grado de esteatosis aumenta, presentandose en la segunda biopsia mayor

frecuencia de pacientes con criterios de esteatosis. Asi, observan un



incremento de al menos un grado, en la escala de medida de estatosis, en el
40% de los pacientes. Estos cambios se vieron asociados al uso de

antiretrovirales didesoxinucleosidicos y la glucemia.

En el metaandlisis de Graham y colaboradores [57], encuentran que la
descompensacion hepéatica es mas frecuente en el paciente coinfectado
VIH/VHC que en el monoinfectado VHC. Adema4s, esta descompesancion es
mas rapida, especialmente en el caso de la fibrosis hepética, donde el aumento
del grado de fibrosis puede ser de hasta 0,181 al afio en el paciente
coinfectado VIH/VHC y de 0,135 anual en el monoinfectado, lo que genera que
la descompesacion cirrética se exprese antes, a los 26 afios desde la infeccion
en el paciente coinfectado frente a los 36 afios en el enfermo monoinfectado
VHC [58].

Sulkowski y colaboradores [59], observan en una muestra de 174 coinfectados
no cirréticos que, en las biopsias hepéticas seperadas al menos 3 afios, en el
24% se produce un aumento significativo de la fibrosis en al menos dos grados
de la escala Ishak.

Soto y colaboradores [60] indican que a los 5, 10 y 15 primeros afios de la
coinfeccién VIH/VHC, aproximadamente el 15% de estos enfermos manifiestan
cirrosis, frente al 3% de los pacientes monoinfectados VHC. El tiempo medio de
aparicion de la cirrosis fue de de 7 afios en el paciente coinfectado VIH/VHC y

de 23 afos en el enfermo monoinfectado.

Macias y colaboradores [61] observan que el 54% de los pacientes incluidos en
su estudio sufren un incremento en el grado de fibrosis. De los pacientes
incluidos que no mostraban fibrosis al inicio del estudio, un 32% muestran

aumento de al menos un grado la fibrosis.

Al igual que los anteriores, Konerman y colaboradores [62], observan una
rapida evolucion de la fibrosis hepatica en el paciente coinfectado, con una
aparicion media de 2,5%. En estos pacientes, el nivel de transaminasa elevado
se asocig estadisticamente a la rapida evolucion de la fibrosis, al igual que los

paneles séricos basados en la determinacion de estos dos analitos. También,



la glucemia, la obesidad y el grado de hepatoesteatosis basales se

relacionaron con la evolucion de la fibrosis.

Lo Re y colaboradores [63] muestran que los pacientes coinfectados VIH/VHC
presentan un peor pronostico de la enfemedad hepatica que los monoinfetados
por el VHC, incluso cuando el grado de fibrosis es minimo. Asi, observan
mayor descompesacion hepatica, manifestada con la presencia de ascitis,
peritonitis bacteriana espontanea, varices esofagicas o encefalopatia hepética,
en el paciente coinfectado VIH/VHC. Esto se ve favorecido por una carga viral
del VHC alta. En estos pacientes, la mortalidad también es mayor, al igual que

la presencia de carcinoma hepatocelular.

En un estudio descriptivo de Pineda y colaboradores de 2005 [64], exponen
que las principales descompensaciones en los pacientes coinfectados son la
peritonitis bacteriana, la encefalopatia hepatica, la ascitis y la ictericia. También
muestran que las principales causas hepéticas de muerte en los pacientes
coinfectados VIH/VHC son la peritonitis bacteriana espontdnea y la
encefalopatia hepética.

En este estudio de Pineda de 2005, se compara la superviviencia globlal de los
pacientes VIH/VHC frente a la de los enfermos monoinfectados VHC. Asi, al
aflo de seguimiento, la tasa de superviviencia es del 74% en el paciente VHC
frente al 54% del paciente coinfectado VIH/VHC.

La fibrosis hepatica se manifiesta en el paciente coinfectado VIH/VHC,
aproximadamente, a los tres afios de detectar la infeccion por el VHC, pero en
pacientes donde el grado de fibrosis basal es bajo 0 moderado, la respuesta al
tratamiento frente al VHC es positiva y el tratamiento antirretroviral es efectivo,
esta progresion es mas lenta [60]. Asi, Macias y colaboradores [65], observan
que, en los pacientes con menor grado de fibrosis hepdtica,
independientemente del método de medida, el riesgo de sufrir fibrosis o de
muerte por la descompesacion hepatica producida es menor que cuando el
grado de fibrosis es mayor a nivel basal. Especialmente al inicio de la infeccién
por el VHC.



En este sentido, son muchas las evidencias de que la eficacia del tratatmiento
frente al VHC mejora el transcurso de la hepatitis C en el paciente VIH
[66,67,68]. En general, la medida de la eficacia del tratamietno frente al VHC se
realiza en base a la respuesta viral sostenida (RVS), que se define como la
carga viral del VHC indetectable a las 12 6 24 semanas de haber termiando el

régimen terapéutico [31].

Asi, Berenguer y colaboradores [66], en pacientes coinfectados VIH/VHC,
tratados con interferon pegilado y rivabirina, muestran que la descompesacion
hepatica a la infeccion con el VHC se manifiesta en menor medida cuando se
produce RVS. También, en estos pacientes, cuando la RVS es manifiesta, el

grado de fibrosis es menor.

Estudiando pacientes coinfectados VIH/VHC con diferente grado de cirrosis
hepatica, Limketkai y colaboradores [67] observan que en los enfermos con
nula RVS o no tratados, la incidencia de descompensacidon hepética es mayor
gue en los pacientes donde se manifiesta RVS, en los que no observan la
presencia de descompensacion hepética. En este estudio se relaciona la RVS

con mayor tiempo libre de descompensacion hepatica.

Finalmente, Mira y colaboradores [68], observan que el riego de sufrir
descompesacion hepatica al afio es del 0% en pacientes con RVS y del 15%
en enfermos no RVS, con una mortalidad global mayor en este segundo grupo

de pacientes coinfectados VIH/VHC.

Otro aspecto importante en la coinfeccion VIH/VHC, es el genotipo infectante
del VHC. Asi, Price y colegas [69], comparando enfermos coinfectados
VIH/VHC y monoinfectados VHC, observan que los infectados por el genotipo 3
del virus, manifiestan menor grado de hepatoesteatosis que los individuos del

grupo control (personas no infectadas por el VHC).

Al igual que ocurre con las complicaciones hepaticas, las complicaciones
extrahepéticas asociadas a la infeccion por el VHC se ven alteradas en el
paciente coinfectado VIH/VHC [70], viéndose una mayor celeridad en la

aparicion de las mismas.



La RVS es un factor protector frente a la apariciéon de las manifestaciones
extrahepaticas, como muestra Berenguer y colabores [71]. En este estudio,
demuestran que la RVS se relaciona con un descenso significativo del riesgo
de padecer diabetes mellitus en el paciente coinfectado. También observan
menor presencia de enfermedad renal en pacientes coinfectados VIH/VHC

respondedores al tratatamiento frente a la hepatitis C.

Esta resistencia a la insulina favorece la fibrosis hepética, ademas de
acelerarla [72]. Pacientes coinfectados VIH/VHC con un indice de resistencia a
la insulina (HOMA-IR) superior o igual a 2 presentaron mayor grado de fibrosis

hepética que los que presentaban un HOMA-IR inferior a dos.

Por el contrario, otros autores [73,74] no encuentran esta asociaciéon del
HOMA-IR con la progresion de la fibrosis hepatica. En el estudio de Merchante
y colaboradores, explican que la fibrosis se relaciona con el tratatamiento

previo al VIH con nevirapina [73].

Por su parte, en el estudio de Halfon y colegas [74], aunque los enfermos
coinfectados VIH/VHC manifestaban mas fibrosis hepética, ésta no se relacioné
con la insulinoresistencia. En cambio, en este estudio si se encuentra relacion
entre el grado de HOMA-IR y la esteatosis hepatica. Por otra parte, relacionan
de forma directa el grado de fibrosis con la actividad inflamatoria en los

pacientes coinfectados VIH/VHC.

Algunas citoquinas proinflamatorias como la interleucina 18, se encuentran
elevadas en los pacientes coinfectados VIH/VHC, lo que genera un mayor
riesgo de enfermedades que cursan con inflamacién como algunas patologias
renales o las enfermedades cardiovasculres [75]. En este sentido, las
enfermedades cardiovasculares, como son el infarto de miocadio o la angina de
pecho, son mas comunes en el paciente coinfectado VIH/VHC, en comparacion
con el enferemo monoinfectado por el VHC o por el VIH [76].



3. RESPUESTA INMUNE FRENTE A VIRUS

La inmunidad innata o inespecifica es la primera barrera del organismo frente a
la infeccién. Se caracteriza por ser de répida respuesta y de no producir

memoria inmunoldgica.

El VHC necesita invadir el hepatocito para usar la maquinaria sintética del
mismo y poder replicarse. Frente a este, la inmunidad innata actia de dos

modos:

1) Fagocitando de modo directo el patégeno: mecanismo usado frente a

bacterias.

2) Reconocimiento de la célula infectada y su lisis por células citotéxicas:
proceso mediado por las células CD8, gracias a la exposicion de
antigenos propios del virus por moléculas HLA de clase | vy
reconocimiento por TCR [77]. Este segundo modo, es el usado

normalmente frente a virus.

Para escapar de estos procesos de defensa relacionados con las células
citotoxicas CD8, en general, los virus adoptan varios mecanismos relacionados

con las moléculas HLA. [77]:

* Inhibicion de la sintesis de proteinas: se bloquea la produccion de las
HLA clase | y con ello se evita el exponer los antigenos extrafios a las

CDS8, por lo que no son reconocidas como extrafas.

» Evitar la exportacion de moléculas HLA a la superficie celular: el

resultado final es el mismo que en el anterior mecanismo.
* Alteracion de los patrones de glicosilacion.

Estos mecanismos eluden la respuesta por linfocitos T CD8 citotdxicos. Esta
desregulacion que se genera en la expresion HLA es el factor desencadenante
de la respuesta de los linfocitos NK. La menor presencia o la ausencia total de
HLA en la célula infectada y no en la sana es el inicio de una polarizacion de

los granulos citotoxicos hacia la sinapsis inmunoldgica carente de la interaccion



KIR-HLA y consecuentemente de la citotoxicidad [78].

3.1. EL ANTIGENO DE HISTOCOMPATIBILIDAD LEUCOCITARIO DE
CLASE I.

Las moléculas HLA-I se codifican en el cromosoma 6. Son el ligando principal

de los receptores KIR, modulando con ello su actividad.

Se expresan en la superficie de todas las células del organismo, siendo su
funcién normal la de presentar antigenos (propios y extrafios) generados en el
interior de la célula, con lo que son la base de la autotolerancia que caracteriza

al sistema inmunoldégico. En concreto, presentan antigenos a los linfocitos T.

Son moléculas altamente polimérficas, sobre todo a nivel de la ranura o
hendidura de unién a péptidos, siendo esta caracteristica en la que se basa su

funcion biolégica de presentacion de antigenos.

Estructuralmente, las HLA de clase | se forman por dos cadenas polipeptidicas.
La cadena pesada o a semeja dominios inmunoglobulina. Se forma por tres
dominios (a1, a2 y a3) y se distinguen dos partes en ella: una region mas
conservada formada por a3 (que ancla la estructura a la membrana celular) y
una region variable (a1 y a2, encargadas de exponer los antigenos y es la

porcién polimérfica de la molécula).

Asociada se encuentra la [2-microglobulina. Esta segunda cadena

polipeptidica se codifica desde el cromosoma 15 y no es polimérfica [79].

Para nombrar a las moléculas HLA, existen dos designaciones generales:

serologica y alélica [80].

* Designacion Serologica: segun la reactividad de células del individuo
frente a diferentes antisueros (A, B, C...) y un nimero que indica el orden
de descripcion de la especificidad. La designacion serologica Bw4 y Bw6
se refiere a especificidades subtipicas de la molécula HLA-B a nivel de

los dominios a en los aminoacidos 77 y 83.

* Designacién Alélica: incluye el nombre del locus génico seguido de un



asterisco y un nimero como minimo de dos digitos. Los dos primeros
digitos se basan en la designacion serolégica y/o la secuencia
nucleotidica similar a otros alelos. Tercer y cuarto digito se refiere al
orden de descripcion del alelo. El quinto y sexto distinguen las diferentes
secuencias de nucleétidos de los alelos. Los siguientes dos digitos
indican diferencias en las secuencias de ARN mensajero. Los alelos que
finalmente no culminan en la expresion de proteina se afiade al final de

la serie numérica la letra N de “nulo”.

Las moléculas HLA de clase | se clasifican en clasicas (HLA-A, By C) y no
clasicas (HLA-E, F y G). Esta distincion se hace en base a que las HLA de
clase | no clasicas son menos polimérficas, no estan directamente relacionadas
con la unién a péptidos [79], su expresion en la superficie celular es baja y

normalmente tejido especifica [80].
3.2. EL RECEPTOR KIR

La informacion referida al receptor KIR se estructura en 14 genes y 2

pseudogenes encuadrados en el brazo corto del cromosoma 19.

Se trata de una familia de genes inusualmente compacta [81] y altamente
polimorfica [82,83]. ElI nUmero y tipos de estos receptores son muy variables
entre individuos. Desde este locus se transcribe informacién de la que
finalmente se obtienen dos grandes grupos de receptores KIR: Activadores e

Inhibidores.

La nomenclatura de los receptores KIR se forma desde las caracteristicas
estructurales de los mismos [84,85]. Asi, se basa en el nimero de dominios
extracelulares: 2D (dos dominios) o 3D (tres dominios) y en el tamafio del tallo
intracitoplasmético: L (Largo) o S (Corto). Mediante un digito al final se indica el

gen que codifica a la proteina.

Estructuralmente los receptores pueden tener 2 6 3 dominios globulares tipo
inmunoglobulina extracelulares, encargados de reconocer a los ligandos. Existe

diversidad en la configuracibn de estos dominios globulares [86]. Estas



configuraciones reflejan relaciones evolutivas, dando lugar a tres linajes de

receptores KIR [86].

Cada grupo se diferencia en la longitud del tallo citoplasmatico y en los motivos
tirosin-quinasa asociados a los mismos. Estos dos componentes se encargan

de transmitir la sefial que regulara la actividad de la célula NK [84]. Asi:

 Activadores: formados por un tallo citoplasmatico corto y asociados a

motivos tirosin-quinasa activadores o ITAMs.

* Inhibidores: tienen un tallo citoplasmatico largo y se asocian a motivos

tirosin-quinasa inhibidores o ITIMs.

Los motivos ITAMs contienen la secuencia YxX(L/I/V)xg.gxx(L/1/V). Estos se

encuentran asociados a proteinas adaptadoras de la sefial. Se trata de DAP12.

Por el contrario, los motivos ITIMs tienen la secuencia peptidica general
I/VXYxxXL/V, encargada de reclutar proteinas con actividad tirosin-fosfatasa,
cruciales a la hora de mediar la actividad inhibidora y favorecer la cascada de

reacciones inhibidoras.

La excepcion de la norma general es el receptor KIR2DL4, ya que tiene accion
activadora de la célula NK, pero el tallo citoplasmético es largo. El dominio
ITAM se acopla a un adaptador diferente de la senal, FceRI-Y. Este receptor es
principalmente expresado en las células NK CD56""9"  involucrandose de este

modo mas en procesos de regulacién que de citotoxicidad [84].

El alto polimorfismo de los receptores KIR se obtiene por dos eventos
principales: Recombinacion Homologa y Recombinacion Asimétrica. Estos
procesos dan lugar a una gran diversidad de haplotipos, que se agrupan en dos

grandes grupos de haplotipos [81]:

» Haplotipos A: Incluye a los receptores inhibidores KIR2DL1, KIR2DL3 y
KIR3DL1; los receptores activadores KIR2DS4 y KIR2DL4, ademas del
KIR3DL3 cuya funcion no es todavia entendida. Todos se expresan en

los individuos que lo portan.



» Haplotipos B: Su composicion es menos constante. Se incluyen los
activadores KIR2DS1,2,3,5 y KIR3DS1 y al inhibidor KIR2DL5. Ademas,
puede incluir a todos los KIR incluidos en el haplotipo A. Asi, en este

haplotipo B se dan diferentes combinaciones de receptores KIR [87].

El haplotipo A se considera mas conservado, evitando la respuesta NK,
mientras que el haplotipo B aparece en condiciones mas experimentales, para
deshacerse de la infeccion.

En principio, cada uno de ellos se relaciona con una finalidad, el haplotipo A
con la respuesta a patdégenos [88, 89, 90] y el haplotipo B con aptitudes

reproductivas [88, 91].

Existe un conjunto de receptores KIR que son expresados en todos los
individuos, siendo comunes en todos los haplotipos conocidos como
“framework”. Se trata de los inhibidores KIR2DL4, KIR3DL2 y KIR3DL3, junto al
pseudogen KIR3DP1 [81].

3.3. LA INTERACCION KIR-HLA Y SU RELACION CON EL PACIENTE
INFECTADO POR VHC.

En la sinapsis inmunoldgica, los receptores KIR reconocen a su ligando HLA a
nivel de los dominios variables a1 y a2. El reconocimiento del alelo HLA se
produce por los dominios mas distales del receptor KIR. Este se basa en el
reconocimiento de residuos de aminoacidos considerablemente conservados,
tanto en la molécula HLA como en receptor KIR, pero ligeros polimorfismos en

estos residuos dan lugar al reconocimiento [83,92].

Un claro ejemplo de estos residuos conservados se observa en la interaccion
KIR/HLA-C [88]. La interaccién receptor-ligando se produce sobre un residuo
de 12 amino&cidos, 11 de ellos constantes en la molécula HLA. El
reconocimiento se basa en un dimorfismo a nivel de las posiciones 77 y 80 del
dominio a1 [93].

En esta interaccion también influye el dimorfismo a nivel del receptor KIR, en

concreto a nivel del residuo 44, involucrando a los aminoacidos metionina y



lisina [83].

Basado en estas interacciones, los diferentes alelos HLA-C se pueden agrupar

en dos grupos [93, 94]:

e C1: caracterizado por la presencia de serina en posiciébn 77 y de
asparragina en 80. Encuadra a los alotipos HLA: Cw1, Cw3, Cw7, Cws,
Cwl2, Cwl3, Cwl4 y Cwl6. Son ligandos de los receptores KIR2DL2,
KIR2DL3 y KIR2DS2 (contienen una lisina en 44).

» C2: se presenta una asparragina en 77 y lisina en posicion 80. Se
agrupan aqui a los HLA: Cw2, Cw4, Cw5, Cw6, Cwl5, Cwl7 y Cwi1s8.
Interaccionan con receptores KIR2DL1 y KIR2DS1 (con metionina en
44).

Estas interacciones tienen diferente intensidad segun el receptor, asi la union
KIR2DL3/HLA-C1 es mas débil que la producida entre KIR2DL2/C1 o
KIR2DL1/C2. La afinidad de unién también varia si se trata de un receptor
activador, siendo en este caso mas débil, qué si es inhibidor, que se sera mas
fuerte [95].

Los hitos que definen la interaccion de KIR3DL1 y 3DS1 con HLA-B, en vez de
con HLA-C, se deben a dos dimorfismos que existen en estos alotipos, que son
el aminoacido 76 (valina en HLA-C y glutamato en HLA-B) y la polaridad del
aminodacido en 69, apolar en HLA-C y polar en HLA-B [83].

La afinidad especifica por HLA-Bw4 por parte de ese receptor se debe a la
presencia de una isoleucina en posicion 80 [83,92], leucina en 82 y arginina en

83 [83]. HLA-Bw6 no sirve de ligando para los receptores KIR.

KIR3DL1 interactia también con algunas HLA-A, como 23, 24, 30 6 34. La
union de KIR3DL2 con alotipos HLA-A3 y 11 se deben también a estos

dimorfismos en estos residuos conservados.

Aun asi, el ligando de algunos de los receptores KIR no ha sido identificado.

Esto ocurre en los inhibidores: 2DL5 y 3DL3; y en los activadores: 2DS3 y



2DS5. Por su parte, el receptor KIR2DL4 interactia con HLA-G, implicado en la

tolerancia NK al feto durante el embarazo.

En el contexto de la infeccion por el VHC, se han observado asociaciones entre
esta interacciéon KIR-HLA, las moléculas involucradas de forma aislada y la
evolucién del paciente con hepatitis C.

Asi, la presencia de KIR2DL3/HLA-C1 favorece una mejor respuesta a la
infeccién viral, sobre todo en la fase aguda de la enfermedad [96, 97].
Principalmente debido a su menor afinidad por su ligando HLA-C que el resto
de KIR, favoreciéndose las interacciones KIR-HLA activadoras de la célula NK
[96, 97]. Por tanto, KIR2DL3 es un factor protector frente a la infeccion por
VHC. Ademas de esta caracteristica, KIR2DL3 se relaciona con mejor

pronaostico de la terapia con interferén [97, 98, 99].

Khakoo y colaboradores [100] también muestran que la interaccion
KIR2DL3/HLA-C1 es un factor protector frente al VHC. En este estudio, los
pacientes con la presencia de KIR2DL3, pero la ausencia de HLA-C1, no
resuelven la infeccion. Segun Khakoo y colaboradores, la interaccion tiene un
efecto protector sinérgico en homocigosis (individuos KIR2DL3-2DL3/HLA-
C1Cl1), en contra de los efectos opuestos de cada uno por separado.

Existen revisiones, como la de Bozzano y colaboradores [101] donde exponen
que la interacciéon KIR2DL3/HLA-C1, ademéas de la de KIR2DL1 y 2DL2 con la
de sus ligandos HLA-C2 y C1 respectivamente, se asocian a una baja tasa de
respuesta a la terapia.

Rauch y colaboradores, estudiando pacientes coinfectados VIH/VHC observan
que la presencia de este genotipo KIR2DL3/HLA-C1 en homocigosis no aporta

beneficio en el caso de VHC secundaria a una infeccion por VIH [102].

La coexpresion de KIR2DL3 y KIR2DS4 produce un efecto protector frente a
VHC, facilitando ademas la eliminacion espontanea del virus [103]. Ademas, la
coexpresion de KIR2DL2 y KIR2DS4 es indicador de buen prondstico de la
infeccién [103].



Otro receptor KIR asociado a una buena eliminacion viral es KIR2DS5,

especialmente en persona infectadas con genotipo 1 del VHC [104].

Carneiro y colaboradores muestran que KIR2DL5 se asocia con el fracaso de la
terapia y peores tasas de aclaramiento del virus. Este hecho, es muy
significativo en pacientes infectados con genotipo 1, donde un 70% de los
pacientes no respondedores portan este gen, frente al 42% en pacientes con
RVS [105].

Ya sea con el uso de técnicas genéticas [29, 104] o de citometria de flujo [106,
107, 108], la expresion de KIR2DL2/3 se asocia a un peor pronéstico y
cronicidad de la enfermedad, ademas de correlacionar de forma negativa con
RVS. Golden-Manson y colaboradores [107] reportan que la presencia de

KIR3DL1 y el receptor inhibidor NKG2A se relaciona con fallo en el tratamiento.

En enfermos coinfectados VIH/VHC, Rivero-Juarez y colaboradores muestran
que la interaccion KIR3DS1/HLA-Bw4, se relaciona con una respuesta viral
rapida (RVR), definida como carga viral indetectable tanto en la semana 1, 2 y
4 tras iniciar la terapia. Tanto el no ser portador de KIR3DS1 o mostrar la
interaccion KIR3DS1/HLA-Bw6 se relaciona menores tasas de RVR. Cuando la
interacciéon KIR3SDS1/HLA-Bw4 se asocia a la presencia de un genotipo de
buen prondéstico como es IL28B-CC, las tasas de RVR son mayores que si no
se presenta la asociacion. También, KIR3DS1/HLA-Bw4 se asocia a RVS [109].
En este mismo sentido, Khakoo y colaboradores [100] observan que la
interacciéon KIR3DS1/Bw4 tiene efecto protector. Por el contrario, Paladino y
colaboradores [110] muestran que la interaccion KIR3DS1/HLA-Bw4 se

relaciona con un mayor riesgo de cirrosis y lesion crénica.

Dring y colaboradores. [111] observan mayor frecuencia de KIR2DS3 en
infectados cronicos. Suppiah et al. [29] expone que la interaccion de
KIR2DS1/2 y sus ligandos no afectan al aclaramiento en pacientes tratados.
Khakoo y colaboradores [99] muestran que KIR2DS1/2 se asocia a casos
resueltos. Keane et al. [112] observa que la presencia de KIR2DS3 se asocia a
fallo de la terapia y aporta ademas que junto a la presencia de un genotipo TT



de IL28B, el riesgo de fallo en la terapia es alto.



4. MANEJO CLINICO DE LA INFECCION.
4.1. ABORDAJE DE LA INFECCION AGUDA.

Debido a las caracteristicas propias de la fase aguda de la infeccion, la

identificacion de estos pacientes es dificil, como ya se comentd anteriormente.

Ante la presencia de un paciente sospechoso de padecer infeccion por el VHC,

la primera accion es el diagndéstico de laboratorio.

Este diagndstico se basa primero en el uso de pruebas de cribado, mediante la
determinacion de anticuerpos anti-VHC. Generalmente se realiza por técnicas
de enzimoinmunoensayo, como ensayos por inmunoadsorcion ligado a

enzimas (ELISA) y los inmunoensayos quimioluminiscentes (CLIA) [113].

Tras la positividad de la prueba de cribado, se realiza una prueba de
confirmacion, mas especifica. Existen dos metodologias, las basadas en la
determinacion antigenos frente a proteinas especificas del VHC, mediante
inmunotransferencia o western-blot (conocidas coloquialmente como RIBA), y
las basadas en la busqueda del material genético del VHC, mediante técnicas
de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) [113].

Es en este punto donde, la busqueda de los pacientes con alta probabilidad de
mostrar aclaramiento espontaneo del virus, tiene un gran interés. Como se ha
comentado, racionaliza el uso de la terapia frente al VHC y evita que se traten
pacientes que no van necesitar del tratamiento para curarse de la infeccion.

Actualmente, esta busqueda presenta unas limitaciones ya comentadas.

4.2 ABORDAJE DE LA INFECCION CRONICA. MONITORIZACION DE LA
FIBROSIS HEPATICA.

La principal consecuencia clinica de la hepatitis C cronica es la fibrosis
hepética, especialmente por las complicaciones que derivan de ella, como la

cirrosis y el carcinoma hepatocelular.

Asi, es de especial interés el control de la fiborsis, existiendo diferentes

métodos de evaluacion, de los que la biopsia hepatica es el gold estandar.



Los métodos de monitorizacion de la fibrosis y sus complicaciones se clasifican
en procedimientos invasivos (biopsia hepatica, medicion del gradiente de
presion venosa hepética [GPVH] y endoscopia) y no invasivos (marcadores

séricos, métodos radioldgicos clasicos y métodos elastogréaficos).
4.2.1 METODOS INVASIVOS.

La biopsia hepatica determina el estadio de fibrosis ademas de la actividad
necroinflamatoria y la presencia de esteatosis. Permite establecer el prondstico
de la infeccion, la urgencia e indicacion del tratamiento y predecir la respuesta

al mismo. Sin embargo, tiene el inconveniente de ser una técnica invasiva.

La precision diagnéstica de la biopsia depende del tamafio de la pieza
biopsiada y del grado de fragmentacion, que puede generar hasta un 30% de
falsos positivos. Se puede aumentar la precision diagnostica mediante técnicas
histolégicas especificas como la tincion con Rojo Sirius.

Por otra parte, existe una variabilidad interobservador, no despreciable, en el
andlisis de la biopsia. Esta variabilidad se intenta disminuir con el uso de
escalas realizadas especificas en el caso de las hepatitis virales, como es la
escala METAVIR, tabla 2 [114], el indice de actividad histolégica o indice de
Knodell, tablas 3 y 4 (IAH) [115], la escala modificada de Ishak [116] o la
clasificacion de Scheuer [117].



0/{ninguna) 0 {ninguna o leve) 0 (ninguna)
0 1 (moderada) 1 leve)
0 2(grave) 2 {moderada)
1{leve) 01 1
+ =
1 1 1
2(moderada) 01 1
2 2 3 grave)
3(grave) 012 3
Puntuacion Descripcion
0 Sin fibrosis
1 Ampliacion del tracto portal pero sin formacion de tabiques
1 Ampliacion del tracto portal con rara formacion de tabiques
3 Numerosos tabiques sin cirrosis
4 Cirrosis

Tabla 2. Escala METAVIR.

1. Necrosis periportal con o sin

. 0-10
necrosis puente
2. Degeneracion intralobular y
necrosis focal 0-4
3. Inflamacién portal 0-4
4. Fibrosis 0-4

Tabla 3. indice de Knodell.



Necrosis periportal en

Degeneracion.

ptos intralobular ptos  Inflamacion portal ptos  Fibrosis ptos
puente .
y necrosis focal (1)
Ninguna 0 Ninguna 0 Sininflamacion portal 0 Sin fibrosis 0
Leve (cuerpos
acidofilicos, deg. en Leve (pocas células
Necrosis progresiva leve 1 balony/onecrosis 1 inflamatorias en <1/3 de los 1 Expansion fibrosa portal 1
focal en<1/3 de los tractos portales)
lobulos 0 nddulos)
Necrosis progresiva
moderada (afecta a "
menos del 50% de la Moderad (sfectacign Moderada (umento de Fibrosis en puente (union porto-portal o
. . 3 de1/302/3delos 3 células inflamatorias en 1/3 6 3 3
circunferencia de la , , porto-central)
, [obulos 0 nddulos) 2/3 de los tractos portales)
mayoria de los tractos
portales)
Necrosis progresiva
marcada (afectaa iy -,
s del S(W dela Marcada (afectacion Intensa (denso infiltrado de
. | 4 de>2/3delosldbulos 4 células inflamatorias en >2/3 4 Cirrosis 4
circunferencia de la ,
, 0 nodulos) de los tractos portales)
mayoria de los tractos
portales)
Necrosis progresiva
moderada mas 5
necrosis en puente2
La puntuacion HAI es una puntuacion combinada de necrosis, inflamacion y fibrosis.
Necrosis progresiva
marcada mas necrosis 6 1: Degeneracion: cuerpos acidofilicos, colicuacion enbalon; necrosis focal: focos diseminados de necrosis hepatocelular
en puente2 2: Necrosis en puente esta definida por la presencia de 2 2 puentes en la muestra,
3: dos 0 mds I6bulos contiguos con necrosis panlobular
Necrosis multilobular3 10

Tabla 4. IAH: Puntuacion numérica de la biopsia hepatica por componentes.

El cateterismo de venas suprahepaticas se utiliza en la valoraciéon de la
hipertension portal mediante la medicion del gradiente de presion venosa
hepatica. Valores de GPVH superiores a 10 mmHg implica un incremento del
riesgo de desarrollar varices esofagicas, descompensacion clinica, aparicion de

CHC y una mayor mortalidad.

La endoscopia digestiva es una herramienta esencial para la valoracién de la
presencia de varices esofagicas y gastricas, asi como del riesgo de
hemorragia. A todo paciente con cirrosis se le debe realizar una evaluacion

endoscopica. Se puede evitar la endoscopia, con una fiabilidad superior al



90%, en pacientes con cirrosis compensada que presenten un valor de rigidez
hepatica <20KPa y >150000 plaquetas.

4.2.2 METODOS NO INVASIVOS.

Estos métodos usan biomarcadores séricos o se basan en la determinacion de

la rigidez hepatica.
i. PANELES SERICOS PARA DETERMINAR LA FIBROSIS.

Los marcadores séricos son analitos medibles en suero en cualquier laboratorio
de rutina. Se pueden clasificar en directos (cuando son producto del proceso de
fibrosis) o indirectos (indicadores de dafio hepatico general). La combinacién
matematica de estos dara diferentes indices que correlacionan con el grado de
fibrosis, tabla 5 [118, 119].

Un estudio que compara estos paneles séricos [120], muestra que el panel que
mejor discrimina entre los diferentes grados de fibrosis es el Fibrometer®, con
curvas ROC con areas bajo la curva (ABC), superiores al 0.85, tanto en grados
de fibrosis moderada y avanzada. El mejor predictor de cirrosis fue el indice
Forns con ABC>0.90. En este estudio, APRI y el ratio AST/ALT obtienen las
peores ABCs.

En un estudio similar [121], se evalian paneles de marcadores seéricos
indirectos. La escala de King (edad*AST*INR)/contaje plaquetas), fue el mejor
indicador para clasificar a los pacientes de cualquier grado de fibrosis
(moderada, avanzada y cirrosis), con ABC=0.72 en fibrosis moderada y
ABC>0.81 en la fibrosis avanzada y cirrosis.

En ambos estudios, conforme mayor es el grado de fibrosis, mejor clasifican

estos paneles séricos a los pacientes [120, 121].

Una limitacion de estos paneles la muestra D" Ambrossio y colaboradores en un
reciente estudio [122]. En este estudio se evallan una serie de estos paneles
para predecir la fibrosis residual en pacientes cirréticos tras RVS en terapia con

PEG-interferdn. Independientemente de que el grado de fibrosis disminuyera o



no, o estratificando por grados de fibrosis, los resultados de los paneles no

mostraron diferencias significativas. Ademas, todos los paneles analizados

presentaron baja precision diagndstica identificando pacientes con fibrosis
residual tras RVS, con ABC entre 0.5-0.7.

Test

Fibrotest® (Biopredictive, Paris, France)

fndice Forns

APRI

FibroSpect!I® (Promotheus Laboratory Inc, San Diego,

Ush)
MP3

Enhanced Liver Fibrosis score® (ELF) (Siemens
Healthcare, Erlangen, Germany)

indice de Probabailidad de Fibrosis (IPF)

Hepascore® (PathWest, University of Western
Australia, Australia)

Fibrometer® (Echosens, Paris, France)

fndice Lok

fndice de Cirrosis de la Universidad de Gotebérg
(GUC)

Modelo Virahep-C

Fibroindex

Modelo HALT-C

Formula Componentes

patentada a-2-macroglobuling, yGT, apolipoproteina AL,
haptoglobina, bilirubina total, edad y sexo.

7.811-3.131x In(n® plaquetas) + 0.781 x In(GGT) +
3.467 x In{edad) - 0.014 x (colesterol)

AST (/ULN)/n2 plaquetas {10°/L) x 100

patentada -2-macroglobulina, acido hialuronico and TIMP-1

0.5903 x log[PIIINP [ng/ml]) - 0.1749 x log(MMP-1
[ng/ml])

patentada MMP-3y TIMP-1, &cido hialurdnico y edad

10.929 +(1.827 x Ln[AST]) + (0.081 x edad) + (0.768 x
enolismo) + (0.385 x HOMA-IR) - (0.447 x colesterol)

patentada -2-macroglobulina, yGT, acido hialurdnico,
bilirubina total, edad y sexo.

patentada Contaje plaquetas, indice de protrombina, AST, 0-2-
macroglobulina, cido hialuronico, ureay edad.

-5.56 - 0.0089 x plaquetas (10%/mm3) + 1.26 x AST/
ALTratio=5.27x INR

AST x prothrombin - INR x 100/plaquetas

-5.17+0.20 % raza + 0.07 x edad + 1.19 In(AST [IU/L])
-1.76 I (contaje plaguetas{103/ml]) + 1.38 In(FALC
(lu/L)

1.738 - 0.064 x (plaquetas [10%/mm3]) +0.005 x (AST
[IU/L]) +0.463 x [yGT(g/dI)

-3.66- 0.00995 x plaguetas(103/ml) + 0.008 x TIMP-1
+1.42 xlog(AH)

Tabla 5. indices séricos indicadores de fibrosis hepatica. yGT: Gamma-glutamil transpeptidasa. AST: aspartato

aminotransferasa. ULN: upper limited of normality. TIMP-1: inhibidor tisular de metaloproteasas 1. PIIINP: propéptido N-

terminal de colageno tipo 3. MMP-1: metaloproteinasa de matriz 1. MMP-3: metaloproteinasa de matriz 3. ALT: alainia

aminotransferasa. INR: ratio internacional normalizado. FALC: fosfatasa alcalina. AH: acido hialurénico.



ii. MEDIDA DE LA RIGIDEZ HEPATICA.

El interés de la determinacion de la rigidez hepética (o el descenso en la
elasticidad del tejido hepético) se debe a que esta relacionadacon al grado de

fibrosis y de hipertension portal.

La medicion de la rigidez hepatica se fundamenta en que la velocidad de
propagacion de una onda de cizallamiento de baja frecuencia (unos 50
hertzios), aumenta proporcionalmente a la rigidez del tejido o modulo elastico,
segun la relacién: E = 3 pv? (E: modulo elastico, p: densidad del tejido

constante, v: velocidad de propagacion) [123].

Las técnicas para determinarla se conocen como técnicas elastogréaficas.
Dentro de ellas se pueden distinguir tres variantes: elastometria transitoria
(ET), point shear wave elastography y la elastografia 2D por onda de

cizallamiento.

La variante técnica mas extendida es la ET. El dispositivo mas usado es

FibroScan® (Echosens, Paris, Francia).

Los resultados de la ET se expresan en kilopascales (kPa). Los valores
normales estan alrededor de 5 kPa. El rango de linealidad se estima entre 1,5
hasta 75 kPa.

La determinacion de la elasticidad se realiza con la media de 10 mediciones de
un volumen de 1 cm de diametro por 4 cm de largo y a una profundidad de
unos 2.5-7.5 cm debajo de la piel. La pieza examinada es unas 100 veces mas

grande a la explorada en la biopsia hepatica.

Ademas del valor de rigidez hepatica, FibroScan® aporta dos mediciones que

informan sobre la calidad de la medicion:

e Tasa de éxito (success rate 0 SR): relaciona el nimero de mediciones
totales con las mediciones consideradas validas. Debe ser superior al
60%.

¢ Rango intercuartilico (RIQ): medida de la variabilidad de las mediciones.



Para aceptar la medicion debe ser inferior al 30%.

Existen una gran variedad de propuestas de puntos de corte en FibroScan®
para clasificar la fibrosis. Vergara y colaboradores [124] proponen como cutt-
offs <6.5 kPa (FO-F1, ausencia o minima fibrosis); 6.5-9.4 kPa (F2, fibrosis
significativa); 9.5-14.5 kPa (F3, fibrosis severa); y 214.6 kPa (F4, cirrosis).
Castéra y colaboradores [125] proponen 7.1 kPa para F=2 (fibrosis moderada),
9.5 kPa para F=3 (fibrosis severa) y 12.5 kPa para F=4 (cirrosis). Por otro lado,
Ziol y colaboradores [126] proponen FO-1: 5.5 kPa; F2: 6.6 kPa; F3: 10.3 kPa y
F4: 30.8 kPa.

FibroScan® alcanza una sensibilidad del 87% y una especificidad del 91% en el
diagnostico de la cirrosis y una sensibilidad del 70% y una especificidad del
84% para los estadios F2-F3 [127].

FibroScan® presenta ventajas [123], como:

e Es latécnica mas usada y validada.

e Facil de usar, rapida y de facil aprendizaje.

¢ Alto rango de medida (1.5-75 kPa).

o Criterios de calidad bien definidos (SR e RIQ).

e Técnica reproducible.

¢ Alto rendimiento diagnéstico de la cirrosis (ABC>0.9).
Del mismo modo, presenta desventajas [123], como:

¢ Necesidad de dispositivo especifico.

e Laregion a estudio no se puede elegir.

e El rendimiento de discriminacion entre estados intermedios de

fibrosis no es elevado.

e Dificultad de aplicacion ciertas circunstancias como obesidad,



ascitis o inexperiencia del operador.

e Posibilidad de falsos positivos en hepatitis aguda, colestasis
extrahepatica, congestion hepatica, la ingesta de alimentos y la

ingesta excesiva de alcohol.



5. TRATAMIENTO DE LA HEPATITIS C.

El objetivo principal de la terapia en la hepatitis C, es la erradicacién del VHC
en el enfermo, lo que evitara, las complicaciones extra e intrahepéticas

asociadas a la infeccion.

La forma de medida de la eficacia del tratamiento es la RVS. Estudios de
seguimiento de pacientes con RVS a las 24 semanas, han demostrado que la

enfermedad esta curada en el 99% de los casos [128].
5.1. FARMACOLOGIA DE LA HEPATITIS C.

Los medicamentos usados en el tratamiento de la hepatitis se agrupan en:
PEG-interferon, rivabirina (RBV), inhibidores de NS3-4A, inhibidores de NS5A,
inhibidores de NS5B anélogos de nucleétidos e inhibidores de NS5B no

analogos de nucledtido.
a) INTERFERON ALFA PEGILADO (PEG-INF).

La molécula de interferon comenzd a usarse en clinica en 1986 [129]. El
interferon alfa tiene una accion indirecta como antiviral, actuando sobre la
célula infectada, favoreciendo la activacion de vias metabdlicas que terminan

con la produccién de intermediarios con actividad antiviral.

Es el caso de la enzima 2'-5-oligoadenilsintetasa, que activa Ila
endorribonucleasa latente, cuya actividad consiste en degradar ARN mensajero
extrafio al propio. También activa enzimas con actividad protein-cinasa, que
actuan sobre la subunidad alfa del factor 2 de inicio de la sintesis proteica, lo

gue da lugar a que se bloguee la sintesis de proteinas virales [130, 131].

Por otro lado, interferén alfa, es capaz de modular la respuesta inmune, como
el aumento de la expresion de antigenos de histocompatibilidad leucocitaria
tipo I'y Il (HLA-l y HLA-II), facilitar la actividad citotoxica natural killer (NK) y de
linfocitos T CD8. En general, facilitan la actividad inmunoldgica frente al virus
[130, 131].

Las tasas de RVS usando la molécula de interferén de forma aislada eran muy



bajas, alrededor del 8-15% [129]. La unién a polietilenglicol, formando la
molécula de PEG-INF, mejora la tasa de RVS, ya que aumenta la semivida de
eliminacién y aumenta la biodisponibilidad al disminuir la eliminacion renal y la

velocidad de absorcion [132].

Existen dos formulaciones de PEG-INF, PEG-INF alfa-2a y PEG-INF alfa-2b.
Ambas tienen tasas de RVS parecida del 39 y 40% respectivamente [133]. Las
dosis usadas son de 1.5 pg/kg/semana PEG-INF alfa-2b y de 180 ug/semana
para PEG-INF alfa-2a [132].

Los efectos adversos son frecuentes (70-90%), destacando el sindrome
pseudogripal que se inicia a las horas de ser administrado y puede durar 24-48
horas, desapareciendo a las 2-3 semanas. También son de interés los efectos
hematoldgicos, como la neutropenia (27%) y la trombocitopenia (3-4%). La
trombocitopenia es la principal causa de ajuste de dosis o interrupcion del

tratamiento [132].

PEG-INF ha sido el farmaco de eleccion, junto a RBV, en el tratamiento de la
infeccién por el VHC durante un largo. Actualmente se ha visto relegado a
lineas inferiores de tratamiento por la entrada en juego de los nuevos
antivirales orales, sobre todo en los genotipos 1a, 1b, 2 y 4. En genotipo 3

sigue estando en la vanguardia del tratamiento [134].
b) RIBAVIRINA.

Andalogo nucleosidico sintético de la guanosina, su mecanismo de accion se
desconoce. Se trata de un antiviral de amplio espectro, actuando frente a
numerosos agentes como el virus respiratorio sincitial, virus influenza y
parainfluenza o los virus de la hepatitis B y C [130]. La combinacion de PEG-
INF con RBV aumenta las tasas de RVS hasta el 52-56% [135].

La dosis de RBV depende del peso, genotipo infectante y del PEG-INF que se

va a utilizar, tabla 6.



Geno%o VHC Combinado con PEG-INF alfa 2a Combinado con PEG-INF alfa 2b

<65 kg: 800 mg/dia
<75 Kg : 1000 mg /dia
65-85 kg: 1000 mg/dia

18&4-6
86-105 kg: 1200 mg/dia
>75 Kg : 1200 mg /dia
>106 kg: 1400 mg/dia
283 800 mg/dia 800 mg/dia
Coinfeccin VIH/VHC 800 mg/dia 800 mg/dia
Nifios 2-17 afios 15 mg/Kg/dia en dos dosis 15 mg/Kg/dia en dos dosis

Tabla 6. Ajuste de dosis de RBV segun PEG-INF (Clin Infect Dis 2013; 56: 1629-36).

La principal complicacién al usar RBV es la anemia hemolitica, observandose
en 2/3 de los pacientes e inferior a 8 g/dL (anemia severa) en el 1% de los

pacientes. También se observan prurito, fatiga y trastornos gastricos [136].

En combinacion en regimenes con antiretrovirales orales, RBV disminuye la
recaida y el desarrollo de resistencias. Asi, el introducir RBV en estas terapias
mejora la tasa de RVS del 39% al 69% y la recaida disminuye hasta el 5%
[136]. La actuacion del facultativo, debidas a la apariciébn de resistencias
viricas, se reduce del 87% al 15% con la introduccion de RBV en la terapia
[137].

c) INHIBIDORES DE LA PROTEASA NS3-4A (IPNS3-4A).

Los IPNS3-4A son los primeros agentes antivirales directos frente al VHC.
NS3-4A se encarga de la escision de la poliproteina sin procesar que se
obtiene de la traduccién del genoma viral, dando lugar a los péptidos virales
activos. Los IPNS3-4A alteran esta funcién, parando la replicacion viral [138,
139].

Los dos primeros principios aprobados para la practica clinica fueron



boceprevir (BOC) vy telaprevir (TVR). La estructura molecular de ambos se

observa en la figura 2.
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Figura 2. Estructura molecular de (A) boceprevir y (B) telaprevir. (Acta Pharm Sin B. 2016; 6: 26-31).

Ambos farmacos son alfa-ketonamidas, que se unen de forma covalente a la
proteasa NS3-4A. En el caso del boceprevir la union es reversible y para
telaprevir no [140]. Se trata de farmacos con una baja barrera de resistencias
gue conduce a la rapida seleccién de variantes asociadas a la resistencia [138,
139, 140].

La introduccion de ambos farmacos en triterapia con PEG-INF y RBV aumenta
las tasas de RVS hasta el 65-75% [141]. Ambos principios tienen gran interés
en pacientes respondedores que sufren recaida, ya que la tasa de RVS en
estos casos es superior al 80% [140]. Son farmacos con gran actividad sobre
genotipo 1, pero practicamente inactivos frente al resto de genotipo [139, 140,
141].

Las dosis usadas son de 750 mg cada 8 horas para telaprevir y de 800 mg
cada 8 horas para boceprevir. Ambos son de administracion oral [142].

El uso de estos medicamentos en triterapia genera efectos adversos en el
paciente. Estas reacciones adversas se dan sobre todo en pacientes con
cirrosis con signos de hipertension portal (trombocitopenia) y disfuncion

hepatica (hipoalbuminemia). Asi, pacientes con plaquetopenia <100000/uL y



albumina >3,5 g/dL muestran un 41% de sufrir estos efectos adversos [140].

Debido a esta toxicidad y la baja barrera biologica a las resistencias, se han
desarrollado IPNS3-4A de segunda generacién. El principal exponente de estos
farmacos es simeprevir (SMV), destacando también paritaprevir (PTV),

asunaprevir (ASV) y grazoprevir (GZP).

Simeprevir es un potente IPNS3-4A. Molécula de estructura macrociclica, en
concreto una sulfonamida (figura 3), se une de forma covalente y reversible al
dominio activo de NS3 [138].
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Figura 3. Molécula de simeprevir. (Acta Pharm Sin B. 2016; 6: 26-31).

Las tasas de RVS son parecidas a los farmacos de primera generacion.
Presenta baja barrera de resistencias, pero es especialmente sensible a la
presencia de la variable Q80K. La principal ventaja de este farmaco es su
mayor espectro de accion, ya que es activo frente a VHC genotipo 1, 2 y 4,

aungue sigue siendo inactivo frente a genotipo 3 [140].

Simeprevir presenta varios efectos adversos, destacando la fotosensibilidad y
la hiperbilirrubinemia [138]. La fotosensibilidad es dosis dependiente, dandose
incluso con el uso de protectores solares, lo que puede dar lugar al cese del
tratamiento. La hiperbilirrubinemia se debe a que simeprevir inhibe dos
transportadores hepaticos de bilirrubina hacia bilis. Se trata de OATP1Bl y
MRP2.



Simeprevir sufre metabolismo hepatico por acciéon de la isoforma 3A4 del
citocromo P450 (CYP3A4). Este proceso da lugar a interacciones
farmacoldgicas y puede variar la biodisponibilidad de simeprevir si se usa con

inhibidores de este citocromo.

Paritaprevir (figura 4A) es también un IPNS3-4A activo frente a los genotipos
la, 1b, 2, 3, 4 y 6. Se usa en combinacion con otros antivirales directos frente
al VHC, sobre todo en triterapia con ombitasvir y dasabuvir. Sufre metabolismo
por citocromo 3A4, por lo que para aumentar su biodisponibilidad se utiliza

junto a ritonavir (figura 4B), un inhibidor de este enzima [141].

B

/\\ f (AY amhitacvir (R) naritanrevir () dacabnvir and (D) ritonavir
Figura 4. Estructuras de (A) paritaprevir y (B) ritonavir. (Acta Pharm Sin B. 2016; 6: 26-31).
Aunque se trata de un medicamento bien tolerado, el uso de la triterapia
produce reacciones adversas, principalmente hiperbilirrubinemia e

hipertransaminasemia [138].

Asunaprevir (figura 5) también inhibe la proteasa NS3-4A, con actividad en
todos los genotipos virales de la hepatitis C. Suele usarse en combinacién con
otros antivirales como daclatasvir mas beclabuvir [140]. Se trata de un farmaco
bien tolerado, que en la triterapia mencionada muestra pocas reacciones
adversas (1-3%), siendo la hepatotoxicidad la mas destacada, produciendo
hiperbilirrubinemia e hipertransaminasemia. La hepatotoxicidad es dosis
dependiente [138].
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Figura 5. Molécula de asunaprevir. (Acta Pharm Sin B. 2016; 6: 26-31).

Grazoprevir (figura 6) es un IP selectivo de NS3-4A del VHC con actividad
sobre todos los genotipos del virus. Ademas, tiene actividad sobre variantes
resistentes del virus [140]. Se trata de un farmaco bien tolerado, que, a
diferencia del resto del grupo, tiene escasa hepatotoxicidad, por lo que la
hiperbilirrubinemia y la hipertransaminasemia no son frecuentes en su uso. Sus

efectos adversos mas comunes son fatiga, nauseas y dolor de cabeza. [138].
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Figura 6. Molécula de grazoprevir. (Acta Pharm Sin B. 2016; 6: 26-31).

d) INHIBIDORES DE NS5A.

El mecanismo de accidon de este grupo de farmacos no es bien conocido ya

que la actividad de su diana biolégica no es conocida con precision. Aun asi,



parecen estar involucrados en prevenir la formacion de la red membranosa,
que da lugar al complejo replicativo del virus [139]. Por otro lado, parecen estar
involucrados en la inhibicion del ensamblaje de la particula viral [143]. En este
grupo se incluyen daclatasvir (DCV), ledipasvir (LDV), ombitasvir (OMV) y
elbasvir (EBR).

Daclastavir (figura 7), fue el primer farmaco inhibidor de NS5A. Usado en
monoterapia presenta grandes descensos de carga viral. Ademas, en un
estudio de Lok y colaboradores [144], en el que comparan el uso de daclatasvir
mas asunaprevir junto a PEG-INF o sin PEG-INF mostro la primera evidencia
de que la infeccién del VHC podia curarse sin el uso de PEG-INF, ya que
pacientes tratados con el régimen sin interferbn mostraron RVS en el

seguimiento.

Figura 7. Molécula de daclatasvir. (Acta Pharm Sin B. 2016; 6: 26-31).

Se trata de un farmaco de amplio espectro en el VHC, siendo activo frente a
todos los genotipos. Es usado en triterapia con asunaprevir y beclabuvir a dosis
30/200/150 mg.

Es bien tolerado, con pocos efectos adversos, como fatiga y dolor de cabeza.
Cuando es administrado junto a asunaprevir se observa hipertransaminasemia,

pero es atribuida a este segundo principio [138].

Daclatasvir es metabolizado por CYP3A4, por lo que sufre interacciones
farmacoldgicas. Asi, los inductores de este citocromo dan lugar a ajustes de

dosis, usandose en cantidades de 60 6 90 mg.

Ledispavir es un potente inhibidor NS5A, pero esta inhibicion es mas visible



frente a genotipo 1, en menor medida en los genotipos 4, 5 y 6a. Frente a
genotipos 2 y 3 carece de actividad [141]. Es bien tolerado en general, con

pocos efectos adversos, como fatiga, insomnio o0 nauseas.

Se usa en biterapia con sofosbuvir en dosis de 30/400 mg, en pacientes naive,
no cirréticos o con cirrosis compensada y en pacientes que han tenido un
tratamiento anterior. En esta biterapia puede incluirse RBV, de forma que la
principal complicacion es la anemia hemolitica. Tanto en biterapia como en
triterapia, las tasas de RVS a las 12 semanas y a las 24 semanas son
superiores al 98% [145].

Ombitasvir es un potente inhibidor de NS5A, ya que tiene accién antiviral en
dosis picomolares. Es activo frente a todos los genotipos del VHC. Se usa de
forma combinada con paritaprevir y dasabuvir, obteniendo tasas de RVS del
95% en genotipo lay del 98% en genotipo 1 [146, 147].

Elbasvir, farmaco con alta potencia, es un antiviral con amplio espectro de
accion, al actuar sobre todos los genotipos del VHC, especialmente genotipos
1, 2, 3y 4. Se puede usar en combinacidn con grazoprevir, con tasas de RVS
del 93%. La biterapia con grazoprevir es bien tolerada, y gracias a la potencia
del tratamiento puede ser administrado una vez al dia [141].

Los diferentes ensayos clinicos de la combinacion grazoprevir/elbasvir estan
mostrando resultados bastante exitosos, con tasas de RVS alrededor del 90-
100% en diferentes situaciones clinicas, como pacientes naive o con fracaso
en la terapia con IPNS3-4A [148, 149, 150].

e) INHIBIDORES NO NUCLEOSIDICOS DE LA ApdA.

Se trata de un grupo de farmacos quimicamente muy diferentes, con una baja
barrera de resistencias y menor actividad antiviral que otros grupos de drogas
como los inhibidores nucleosidicos, siendo Gtiles en los genotipos 1lay 1b [139]

El mecanismo de accion consiste en inhibir la NS5B de forma alostérica, es
decir, no interactian con el dominio activo de la ApdA. Se pueden unir a cuatro

dominios de la enzima conocidos como Thumb | y Il y Palm | y Il [142]. Esta



union produce cambios conformacionales en la diana farmacoldgica que hacen

gue se trunque la actividad polimerasa, deteniendo la replicacién viral [139].

El farmaco mas representativo del grupo es dasabuvir (DSV, figura 8). Se une a
dominio Palm | de la ApdA. Se trata del Unico principio activo de este grupo
comercializado [140]. Se administra en terapia combinada con

paritaprevir/ombitasvir/dasabuvir.
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Figura 8. Molécula de dasabuvir. (Acta Pharm Sin B. 2016; 6: 26-31).

Beclabuvir también es un inhibidor no nucleosidico de la ApdA. Se une de
forma alostérica al dominio Thumb | de la ApdA [140]. Actia sobre los
genotipos 1, 3, 4 y 5, siendo la actividad sobre genotipo 6 variable e inactivo en
genotipo 2 [151].

Se trata de un farmaco que estd en fase de ensayo clinico en triterapia con
asunaprevir y daclatasvir [152]. En este estudio, pacientes cirréticos naive y
pacientes que ya han recibido un tratamiento previo muestran tasas de RVS a
las 12 semanas del 98% y del 93% respectivamente cuando la triterapia se
asocia a RBV. Cuando son tratados sin RBV, las tasas de RVS a las 12
semanas son del 93% y del 87%. En este mismo estudio, la reaccion adversa
mas critica, que indicé suspender el tratamiento, fue la hipertransaminasemia.

También se describieron dolor de cabeza y fatiga.
f) INHIBIDORES NUCLEOSIDICOS DE LA ApdA.

Son farmacos, analogos quimicamente, de nucledétidos. Detienen la replicaciéon
viral mediante su unién competitiva al dominio activo de la polimerasa. La ApdA
incorpora estos analogos a la cadena de ARN viral que se esté sintetizando y

van a parar la replicacion actuando como terminadores, evitando que la



polimerasa pueda incorporar nuevos nucleotidos [153].

El primer compuesto de estas caracteristicas que ha demostrado actividad
frente al VHC es sofosbuvir (SOF, figura 9). Este principio activo es el isémero

levégiro de PSI-7851, un profarmaco analogo de uridina [154].

Sofosbuvir, como profarmaco, necesita una activacion en el hepatocito, que da
lugar a la molécula activa, PSI-7409. La activacion se lleva a cabo por una via
metabdlica que termina con la forma trifosforilada y activa PSI-7409. Este
compuesto es el que se introduce en la ApdA, actuando como terminador de

cadena, parando la transcripcion viral [155].
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Figura 9. Molécula de sofosbuvir. (Acta Pharm Sin B. 2016; 6: 26-31).

La actividad antiviral de sofosbuvir es de amplio espectro, afectado a todos los
genotipos del VHC, especialmente a los genotipos la, 1b, 2 y 3 [156]. El
polimorfismo S282T en la NS5B produce resistencias a sofosbuvir,

especialmente en genotipo 1b [156].

Sofosbuvir se administra en diferentes regimenes terapéuticos: SOF/PEG-
INF/RBV, SOF/RBV, SOF/LDV, SOF/SMV y SOF/DCV.

e SOF/PEG-INF/RBV: esta combinacién es evaluada en el ensayo
clinico NEUTRINO [157]. En este estudio, se tratan pacientes naive
infectados con los genotipos 1, 4, 5 y 6 con esta combinacion

durante 12 semanas. Se evalla la RVS a las 12 semanas del final



del tratamiento. La tasa global de RVS fue del 90%. Durante el
tratamiento, a las dos semanas de mismo, el 91% de los pacientes
mostré carga viral indetectable (<25Ul/mL) y un 99% a las cuatro
semanas. En la muestra estudiada, la mayoria de los pacientes
estaban infectados por los genotipos 1 (89%) y 4 (9%). Por
separado, las RVS fueron 92% en genotipo 1la, 83% en 1by 96% en
genotipo 4. En pacientes infectados con los genotipos 2 y 3, con 0
sin cirrosis, que previamente han recibido tratamiento con PEG-
INF/RBV, el uso de SOF/PEG-INF/RBV produce un rapido descenso
de la viremia. Asi, a la semana 4 de tratamiento, el 100% de los
pacientes con genotipo 2 y el 91% con genotipo 3 presentan carga
viral indetectable. En este estudio, la tasa de global RVS a las 12
semanas fue del 89%, siendo del 96% en genotipo 2 y del 83% en
genotipo 3. En genotipo 3 se observd mayor fracaso terapéutico, con
un 9% de recaida y el resto por no adherencia. En el 9% de los
pacientes se observaron reacciones adversas severas CcoOmo

colestasis, sepsis, anemia, hemorragia esofagica o anemia [158].

e SOF/RBV: esta combinacién esta ampliamente estudiada en
pacientes infectados con los genotipos 2 y 3, que suelen ser los que
peores tasas de RVS presentan en general. En pacientes naive, se
produce un gran descenso de la viremia a las dos y cuatro semanas
de tratamiento, siendo indetectable la carga viral en el 92% vy
>99%de los pacientes [157]. Cuando se compara este régimen con
el clasico PEG-INF/RBV, en pacientes naive, la tasa global de RVS
a las 12 semanas es la misma, un 67% [157]. Estratificando por
genotipos, se observa que la RVS a las 12 semanas es del 97% en
genotipo 2 en régimen SOF/RBV y del 78% para PEG-INF [157]. El
uso de este régimen en pacientes infectados por los genotipos 2 y 3,
donde existe fracaso terapéutico previo, muestra tasas de RVS a las
12 semanas del 78% sin la aparicion de recaida tras este periodo
[159]. Cuando se compara este régimen con diferente duracion, 12 o

16 semanas, se obtienen tasas de RVS del 50% y del 73%



respectivamente, cifras mayores a las mostradas con la terapia
previa, que era del 25% [159]. Zeuzem y colaboradores [160], en
pacientes que ya han tenido tratamiento previo para la hepatitis C,
obtienen cargas virales indetectables a las cuarto semanas en el
100% de los enfermos, independiente del genotipo infectante. Las
tasas de RVS a las 12 semanas si varian en este estudio segun
genotipo, siendo del 93% en genotipo 2 y del 83% en genotipo 3.
Foster y colaboradores [161], en pacientes naive infectados con
genotipo 2 y cirrosis compensada, comparan tres regimenes
SOF/RBV 16 y 24 semanas y SOF/PEG-INF/RBV 24 semanas. La
terapia con interferon mostré una respuesta mas rapida, con un 88%
de viremia indetectable a las 2 semanas, por un 40% y un 41% en
los otros dos regimenes. La tasa de RVS a las 12 semanas fue
parecida en los tres grupos, 87% en SOF/RBV 16 semanas, 100%
en SOF/RBV 24 semanas y 94% en SOF/PEG-INF/RBV 24
semanas. En este mismo estudio, los tres regimenes se comparan
en pacientes infectados con genotipo 3 y con fracaso terapéutico
previo. Se obtuvieron resultados similares a los de estudios
anteriores, con RVS a las 12 semanas de 71% en SOF/RBV 16
semanas, 84% en SOF/RBV 24 semanas y 93% en SOF/PEG-
INF/RBV 24 semanas. En los estudios comentados, en general, los
pacientes cirréticos presentan menor RVS a las 12 semanas que los

no cirroticos.

e SOF/LDV, 400/90 mg: el estudio ION se encarga de la evaluacion
clinica de esta combinacién en pacientes naive (ION-1) [162] y en
pacientes sin respuesta a tratamiento previo con interferon (ION-2)
[163], infectados en ambos casos con VHC genotipo 1. En pacientes
naive, comparan cuatro regimenes, SOF/LDV con o sin RBV 12
semanas y SOF/LDV con o sin RBV 24 semanas. En todos los
grupos, la tasas de RVS a las 12 semanas fue >97%. En el estudio
ION-1, estratificando segun factores prondsticos de mala evolucion,

se obtuvo tasas de RVS a las 12 semanas elevadas, en todos los



casos. Asi, en cirroticos la RVS a las 12 semanas fue >94%, en
genotipo la el >97% y en pacientes con genotipo no 1L28B-CC el
>91%. Respecto a los efectos adversos, en las cuatro ramas, la
mayoria de los pacientes las sufrieron, siendo la mayoria de
moderada severidad, como fatiga o dolor de cabeza. En ION-2 se
evalla la eficacia de SOF/LDV en pacientes que ya tenido un
tratamiento previo. Estudian los mismos regimenes terapéuticos que
ION-1, pero clasifican los resultados segun genotipo 1a o 1b, la
presencia o no de cirrosis y la causa del motivo de ser retratados (no
respuesta o recaida). En cifras globales, todos los grupos obtuvieron
tasas de RVA a las 12 semanas >94%, especialmente en las
terapias de 24 semanas. En ambas la RVS fue del 99%.
Estratificando segun los grupos considerados, en la mayoria los
casos se obtuvieron RVS superiores al 93%, exceptuando a los
pacientes cirroticos fueron tratados con tratamientos de 12 semanas,
gue la RVS a las 12 semanas fueron 86% en SOF/CLV y 81% en
SOF/CLV mas RBV. En pacientes con cirrosis descompensada y
enfermos con o sin cirrosis postrasplante, el estudio SOLAR [164]
evalla la respuesta de SOF/LDV mas RBV 12 y 24 semanas. En
pacientes no trasplantados, la RVS a las 12 semanas fue del 87% y
del 89% respectivamente. En pacientes trasplantados, los enfermos
con cirrosis compensada mostraron tasas de RVS del 96-98%, en
cirrosis descompensada 86-88%. A pesar de ser enfermos con una
patologia hepéatica avanzada de base, solo el 4% tuvo que

interrumpir el tratamiento.

e SOF/SMV (400/150mg): terapia probada en pacientes infectados
por genotipo 1, con fracaso con interferon. El estudio COSMOS [165]
evalla las combinaciones SOF/SMV con o sin RBV durante 12 y 24
semanas, divididos en dos cohortes, una con fibrosis leve o
moderada (FO-F2) y otra con fibrosis avanzada o cirrosis (F3-F4). La
RVS a las 12 semanas se observo en el 95% de la cohorte FO-F2 y
en el 94% de la cohorte F3-F4.



e SOF/DCV (400/60 mg): este régimen se ha estudiado en paciente
infectados con genotipo 3 [166] y con cirrosis descompensada [167].
En el estudio ALLY [166], se evalla la presentacion en pacientes
infectados con genotipo 3 del VHC, tanto naive como no
respondedores. Todos los pacientes recibieron el tratamiento
durante 12 semanas. La tasa de RVS a las 12 semanas fue del 90%
en pacientes naive y del 84% en tratados anteriormente. La carga
viral al final del tratamiento fue indetectable en el 100% de los
pacientes incluidos. Los pacientes cirroticos tienen peor respuesta,
observandose RVS en el 70% en pacientes F4, siendo en pacientes
FO-F3 del 93%. En pacientes con descompensacion hepatica [167],
SOF/DCV con o sin RBV se administré durante 24 semanas. La RVS
global a las 12 semanas fue del 95%, tanto en pacientes con RBV
como en los que no. En pacientes con genotipo 3 se obtuvo la peor
tasa de RVS, el 92%. En ambos se observé un 3% de muertes. En el
grupo con RBV hubo un 30% de pacientes con anemia.

En general, sofosbuvir implica tasas de RVS mayores al 90%, cercanas al
100%, siendo un farmaco de enorme interés en la terapia del VHC.

A modo de resumen, la tabla 7 muestra las combinaciones orales
comercializadas en Europa, a las que hay que afiadir como alternativas tanto la

rivabirina como el interferon.



SOF Comprimidos 400mg 1 comprimido diario
SOF/LDV Comprimidos 400mg SOF/ 90mg LDV | 1 comprimido diario
SOF/VPV Comprimidos 400mg SOF/ 100mg VPV | 1 comprimido diario

PTV/OMV/ Comprimidos 75mg PTV/ 12,5 mg OMV/ | 2 comprimidos diarios
ritonavir 50 mg ritonavir

DSV Comprimidos 250mg 2 comprimidos diarios
GZV/EBV Comprimidos 100mg GZV/ 50mg EBV | 1 comprimido diario
DCV Comprimidos 30 4 60 mg DCV 1 comprimido diario
SMV Capsula 150 mg SMV 1 capsula diaria

Tabla 7: Antivirales orales comercializados en Europa. SOF: sofosbuvir; CLV: ledipasvir; VPV: velpatasvir; PTV:

paritaprevir; OMV: ombitasvir; DSV: dasabuvir; GZV: grazoprevir; EBV: elbasvir; DCV: daclastavir; SMV: simeprevir.

5.2. LIMITACIONES EN EL TRATAMIENTO DE LA HEPATITIS C.

Las diferentes opciones farmacoldgicas en el tratamiento de la hepatitis C,
como se ha comentado anteriormente, tienen una alta tasa de curacion, sobre

todo los regimenes libres de PEG-INF, en especial los basados en sofosbuvir.

Ante esto, existen una serie de limitaciones que pueden disminuir la
aplicabilidad de estas terapias. Se trata principalmente de cuestiones
econdémicas (en los tratamientos mas novedosos) y de las complicaciones
clinicas, ya sean en forma de interacciones medicamentosas o efectos
adversos directos del farmaco, que derivan del uso de estos medicamentos
(tanto en los regimenes mas nuevos como en los que ya se tienen amplia

experiencia como el PEG-INF).
5.2.1. LIMITACIONES ECONOMICAS.

En el plano econdmico, los nuevos tratamientos para la infeccion el virus de la
hepatitis C son caros. Los precios en los diferentes regimenes terapéuticos que
se pueden ofertar en el tratamiento de la infeccién por el VHC son similares,
exceptuando la opcién de PEG/INF+RBV [168].



En contraste con estos datos de costes, diferentes estudios de
coste/efectividad avalan el uso de las terapias sin PEG/INF. Asi, Chhatwal y
colaboradores [168] comparan el uso de la terapia de PEG/INF+RBV con o sin
boceprevir o telaprevir frente a SOF/LDV. Ajustando los resultados por calidad
de vida (QOL, quality of life), obtuvieron mejores datos en el uso de SOF/LDV.
Esto se observé mas en pacientes con cirrosis, donde el uso de SOF/LDV
puede prevenir, por cada 10000 pacientes tratados, 600 casos de evolucién del
grado de cirrosis, 310 de CHC, 60 transplantes hepéticos y 510 muertes
relacionadas con la infeccion por el VHC. Ademds, respecto a los afios
ganados ajustados por calidad de vida (AVAC), estos autores obtienen una
ganacia de 0,56 AVAC en el uso de SOF/LDV.

Younossi y colaboradores [169], compara el uso de SOF/LDV frente a las
diferentes recomendaciones, dadas por las Sociedades Americanas para el
Estudio de la Enfermedad Hepatica y de las Enfermedades Infecciosas
(AASCL/IDSA) para el tratamiento de la hepatits C, en términos de
coste/efectividad. Entre las diferentes opciones de incluyen regimenes con
PEG/INF. Tanto en pacientes naive como en los que se ha encontrado un
fracaso terapéutico previo, el uso de SOF/LDV genera una menor incidencia de
complicaciones a largo plazo (CHC, enfermedad asociada), reduciéndolas
entre un 0-93% en pacientes naive y un 75% en pacientes con tratamiento
previo, respecto a las otras opciones farmacoldgicas. En términos econémicos,
el coste anual ajustado por RVS para SOF/LDV, produce grandes ahorros. En
datos de coste/efectividad, SOF/LDV y la opcion SOF/SMV fueron las mejores
opciones con mayores ahorros y AVACs, ademas de ser las opcines con una

mejor relacion coste/efectividad incremental (RCEI).

Martin y colaboradores [170], estudiando pacientes que toman drogas por via
parenteral, compara diferentes estrategias libres de interferén, con diferentes
incidencias de hepatitic C y grados de enfermedad hepética. Considerando
unas incidencias del 20% y del 40% de hepatitis C en este tipo de paciente, la
opcion mas coste/efectiva es el tratar a todos los pacientes con enfermedad

leve o moderada antes de llegar al grado de cirrosis.



Nafajzadeh y colabores [171], realizan un estudio sobre pacientes naive,
infectados con los genotipos 1, 2 y 3 del VHC. Comparan, en cada genotipo un
régimen basado en PEG/INF frente a diferentes estrategias libres de interferon.
En la fecha de publicacion del estudio, los autores desconocen algunos costes
de los farmacos considerados en las diferentes estrategias, por lo que
consideran evaluar un intervalo de precios para encontrar la mejor opcion.
Expresando los resultados en términos de coste/efectividad, en G1 la mejor
opcion es SOF/LDV, al tener mayor AVAC (12,40 AVACs frente 11,28 de la
opcién basada en interfer6n) y un RCEI mas bajo, incluso si la tasa de RVS
fuera inferior al 85%. Para pacientes infectados con el genotipo 2 SOF/RBV
resulté ser la opcion méas coste/efectiva (AVAC de 12,37 frente a 11,86 de la
opcién con interferén) con un RCEI de 102000 euros por AVAC ganado. En el
caso de G3 la mejor opciéon es PEG/RBV que, aunque no supone una mejora
de AVACs, si tiene un menor coste, que hace disminuir el RCEI. En este
genotipo, si la fibrosis es severa, las mejores opciones son SOF/LDV +RBV y
SOF/daclastavir.

5.2.2. LIMITACIONES FARMACODINAMICAS

Los farmacos usados en el tratamiento de la infeccion por el VHC sufren una
degradacion metabdlica que finaliza con la excrecion del farmaco y la

eliminacién del mismo del organismo.

En este proceso de eliminacibn metabdlica, los diferentes productos que se
generan pueden interactuar con otras vias de eliminacion o con dianas
farmacoldgicas de otros principios activos. Estas interacciones pueden llegar a
ser perjudiciales, al evitar o exacerbar la eliminacion de uno de los farmacos,

dando lugar a procesos toxicos.

Por otro lado, los farmacos pueden interactuar con diferentes dianas bioldgicas
en el organismo, dando reacciones o efectos adversos, que son potencialmente
dafinos para el paciente que recibe el tratamiento. Estas reacciones adversas
han sido descritas para cada combinacion en apartados anteriores de este

texto.



En el caso de las interacciones farmacoldgicas, pueden dar lugar a que no se
use alguno de estos medicamentos. Es el caso de SOF con amiodarona, donde
se aumenta el riesgo de arritmia [31, 172]. En general, las combinaciones
basadas en SOF se desaconsejan o llegan a contraindicarse cuando el

paciente tiene algun tratamiento cardiovascular.

Por otra parte, la interaccibn puede provocar que las concentraciones

plasmaticas no sean las correctas para una buena eficacia farmacoldégica.

Es el caso de los inductores del trasportador P-gp, involucrado en la
eliminacion de SOF, como son la hierba de San Juan, carbamacepina o
fenitoina. Estos aceleran la eliminacion del SOF, disminuyendo la

biodisponibilidad de SOF, no llegando asi a dosis farmacolégicamente eficaces.

También es el caso de los antiacidos, que aumentan el pH gastrico, lo que
disminuye la absorcion de CLV, que no es soluble a pHs basicos. En el
contexto clinico del paciente coinfectado VIH/VHC, son de especial interés las
interacciones que se producen entre los antirretrovirales VIH y los antivirales

orales para el VHC.

Asi, el uso de SOF/CLV se admite con todas las combinaciones de
antirretrovirales. Pero en regimenes con tenofovir hay que tener cuidado con la
funcién del rifion, que debe monitorizarse de forma precisa. Es debido a la

eliminacion de SOF por el trasportador P-gp.

Algunos de los antirretrovirales frente al VIH son inductores metabdlicos, lo que
puede alterar las concetraciones plasmaticas de los antivirales orales frente al
VHC. Es el caso de efavirenz, que puede reducir hasta un 50% la concentacién
de VPV, por favorecer su degracion. De forma parecida, para la combinacion
GZV/EBV, SMV Yy daclastavir, se ve modificada su eliminacion con el uso de
antirretrovirales que producen activacion metabdlica (y otros farmacos no
antirretrovirales), al verse afectadas sus vias de eliminacion. En el caso de
GZVIEBV, no es necesario ajuste de dosis, ya que el efecto inductor no afecta
drasticamente a las concentraciones efectivas [31]



En el caso de usar PrOD como tratamiento de la hepatitis C en pacientes
coinfectados VIH/VHC, presenta una gran cantidad de interacciones. Ritonavir
se usa en esta formulacién por su capacidad de inhibir citocromos hepaticos
involucrados en la elimiancion de PTV, concretamente CYP3A4, lo que permite
alargar la semivida de eliminacion de PTV, consiguiendo una administracion
oral dos veces al dia. Asi, esta combinacion se contraindica en
coadministracion con farmacos que usen este citocromo como via de
eliminacién. Se produce esto en regimenes con Cobicistat, atazanavir o
darunavir. Es el caso de efavirenz, etravirina y neviparina, potenciadores

metabolicos, también se contraindica esta combinacion [31].



6. CRITERIOS DE PRIORIZACION DE LA TERAPIA FRENTE AL VHC EN
PACIENTE COINFECTADO VIH/VHC.

Las diferentes guias clinicas sobre hepatitis C [14, 30, 31] coinciden en que el
objetivo del tratamiento es el de reducir todas las causas de mortalidad y

morbilidad derivadas de la infeccion, mediante la consecucion de una RVS.

En los inicios del tratamiento con interferén, debido a su menor eficacia
terapedtica, se priorizaba sobre los pacientes mas criticos, donde la aparicion
de las complicaciones era mas probable [15].

La introduccion de los farmacos orales frente al VHC ha cambiado la
perspectiva de la priorizacion ligeramente, debido a su mayor eficacia. También
se debe tener en cuenta la evidencias que van a aperciendo sobre los
beneficios que hay al iniciar el tratamiento en fases mas tempranas de la

enfermedad.

En general, las diferentes guias recomiendan tratar a todos los pacientes con
una hepatitis C cronica, ya sean naive o que hayan sufrido un fracaso

terapéutico previo [30, 31].

Por otro lado, estas mismas guias, dentro de estos enfermos, los clasifica
segun criterios que pueden acelerar la generacion de las complicaciones de la

hepatitis C, dando una serie de pautas de priorizacién del tratamiento.

Asi, antes de iniciar el tratamiento habra que estudiar los siguientes aspectos
[15, 30]:

e Mayor riesgo de muerte: pacientes cirrgticos o con fibrosis avanzada
y pacientes trasplantados.

e Mayor riesgo de acelerar el proceso de fibrosis: coinfectados con
VIH, VHB y enolismo.

e Presencia de manifestaciones extrahepaticas y sindrome metabdlico.

e Reducir la incidencia: estudio de poblaciones de riesgo como el uso
de drogas inyectables, homosexuales varones con VIH, encarcelados
o trabajadores de la salud.



De forma global, priorizar el tratamiento del VHC en estas poblaciones de

riesgo consigue el gold estandar de la terapia.

Como se observa, una de las poblaciones sobre las que hay priorizar la terapia
es en el paciente coinfectado VIH/VHC, debido a la mayor celeridad en la que

progresa la fibrosis y las complaciones.

También, la priorizacion se observa que se hace sobre pacientes donde el
grado de enfermedad es mayor. Contrario a este hecho, se ha observado que
iniciar la terapia en fases mas tempranas de la infeccion da lugar a mejores
tasas de RVS [173, 174, 175, 176].

En este sentido es de interés buscar marcadores que identifiquen los pacientes
que, aun estando en un estadio temprano de la enfermedad, puedan

beneficiarse de iniciar el tratamiento antiviral de forma temprana.

Asi, categorizando a estos pacientes, se optaria por iniciar en ellos el
tratamiento, consiguiendo el objetivo de disminuir la morbilidad y mortalidad
asociada al VHC.

6.1 HOMA-IR.

El HOMA-IR es un marcador del grado de insulinorresistencia que presenta un
paciente. Es clara la relacion que hay entre el proceso inflamatorio de la
infeccion del VHC con la presencia de DM2, como se comento anteriormente.
En 2001, Cimino y colaboradores [177], en una muestra de 1195 individuos,
observan que la DM es un factor de riesgo para la progresion de la infeccién

viral.

Huang y colaboradores [178], comparan pacientes con infeccién por VHC
diabéticos y no diabéticos. En el seguimiento, observan qué en los pacientes
diabéticos, la cirrosis se presenta significativamente antes que en los pacientes
no diabéticos al inicio del estudio. Esta cirrosis también se descompensa antes
en los pacientes diabéticos. Asi, indican que el riesgo de padecer cirrosis es

1,53 mayor en los infectados diabéticos.



Aghemo y colaboradores [179], estudian una muestra de pacientes afectados
por el VHC que no son diabéticos al inicio del estudio. Un 12% de estos
pacientes muestran insulinorresistencia, con HOMA-IR=2. Observan que el
estado de insulinorresistencia basal no influye en la RVS, pero si estaba
relacionado con esteatosis y fibrosis hepatica basal. En consultas de
seguimiento, a los 24 meses, HOMA-IR de peor prondstico se encontraron en
pacientes con fracaso terapéutico, incrementdndose la incidencia de la
insulinorresistencia en esta consulta de seguimiento frente a la medida basal.
Los casos de novo también se dieron mas frecuentemente en los pacientes que
no experimentaban una RVS. Asi, el analisis de regresion logistica mostré que
el desarrollo de insulinorresistencia se asociaba al fallo en el tratamiento y un

incremeto del indice de masa corporal 210%

Merchante y colaboradores [180] en una muestra de pacientes coinfectados
VIH/VHC, estudian la relacion de la insulinorresistencia con la rigidez hepatica.
Encuentran que conforme mayor es el valor obtenido en el célculo del HOMA-
IR, mayor es el grado de rigidez. Asi, segun estos autores, el riesgo de sufrir
rigidez hepdética en pacientes coinfectados VIH/VHC es 3 a 5 veces mayor
cuando el HOMA-IR=2.

Asi, junto a otros estudios similares, se propuso el HOMA-IR como un indice de
priorizacion en el tratamiento, ya que se relaciona con la presencia de fibrosis

hepatica y la generacion de cirrosis en el paciente infectado por el VHC.

Este indice presenta limitaciones como criterio de priorizacién, ya que, al ser un
marcador de sindrome metabdlico, se ve afectado por este. Es decir, en
pacientes que ya presentan signos clinicos de sindrome metabdlico, es un
marcador de poco interés, ya que su alteracion no se debe a la presencia del
VHC. De hecho, en los estudios mencionados anteriormente, el primer cribado
que se usO fue que los pacientes no tuvieran DM2, signo de sindrome
metabolico, poblacion que de por si sufren insulinorresistencia y el HOMA-IR se

encuentra alterados en ellos.

Por esto es de interés la blusqueda de otros criterios de priorizacion que no se



vean afectados por el estado clinico previo del paciente.
6.2. MARCADORES GENETICOS.

El estudio del acido desoxirribonucleico (ADN) es de especial interés, ya que su
informacion es practicamente constante a lo largo de la vida del individuo, ya

esté sano o enfermo.

Asi, el uso de técnicas de biologia molecular para conocer el geneotipo que
presenta el paciente tiene gran interés por esta invariabilidad de la secuencia
de ADN.

En el caso del enfermo por el VHC, los genes mas estudiados son los

relacionados con la respuesta inmunoldégica frente al virus.

En este sentido, se han descrito genes relacionados con el pronéstico del éxito
de la terapia frente al VHC o el aclaramiento del mismo [29,100]. Los genes
encontrados son los de los complejos mayores de histocompatibilidad humana
o antigenos leucocitarios humanos (HLA de sus siglas en inglés, human
leucocite antigen), interleuquina 28B (IL28B) y los KIR (killer-cell

immunoglobulin-like receptors).

Por el contario, no existe la presencia de genotipos que puedan servir como
criterio de priorizacion terapéutico en el paciente infectado por el VHC. O por lo
menos que pueda predecir en que pacientes, el riesgo de aparicion de las
diferentes complicaciones esté aumentado, ya sean éstas de la propia infeccion

0 por la terapia usada.

La busqueda de estos marcadores mejoraria la categorizacion de los pacientes,
favoreciendo al clinico sobre cuales actuar primero y que tratamiento sera mas

eficaz y menos reacciones adversas le creara.



HIPOTESIS/OBJETIVO



1. HIPOTESIS

Variaciones en las moléculas HLA y los receptores KIR pueden predecir la
historia natural de la infeccion por el VHC y el desarrollo de efectos adversos al
tratamiento en pacientes coinfectados por el VIH

2. OBJETIVOS

1. Evaluar el valor predictivo de las moléculas HLA en la progresion de
la fibrosis hepética en pacientes coinfectados por el VIHy VHC

2. Evaluar el valor predictivo de las moléculas de HLA y KIRs en el
desarrollo de infeccidn crénica o aclaramiento espontaneo tras una

infeccién aguda por VHC en pacientes coinfectados por el VIH.

3. Evaluar la influencia de los receptores KIRs en el desarrollo de
trombocitopenia secundaria a la administracion de IFN en pacientes
coinfectados por el VIH/VHC.



MATERIAL Y METODO



1. DISENO

1.1. OBJETIVO 1: Evaluar el valor predictivo de las moléculas HLA en la
progresion de la fibrosis hepatica en pacientes coinfectados por el VIH y
VHC.

1.1.1.- Pacientes naive

Se incluyeron en el estudio pacientes coinfectados VIH/VHC genotipo 1
naive. Se revisaron los registros de enfermos procedentes de la cohorte de
pacientes coinfectados por VIH/VHC de la Unidad de Enfermedades
Infecciosas del Hospital Reina Sofia de Cdrdoba, incluidos en la misma entre
enero de 2007 y diciembre de 2014.

Los pacientes fueron censurados del estudio cuando:
I. Alcanzan la variable de desenlace.
ii. Se inicio tratamiento para la hepatitis C.
iii. Pérdida de seguimiento.

iv. Final del estudio, 31 de diciembre de 2014,

1.1.1.1.- Criterios de inclusién:

i. Infeccion por el VHC por genotipo 1 al inicio del estudio y durante
el periodo de seguimiento, definida como carga viral detectable en

sangre periférica.

ii. Tener minimo dos determinaciones de rigidez hepatica,

separadas al menos por un periodo de 12 meses.

iii. En el caso de pacientes naive, mas de 12 meses de seguimiento

de la enfermedad, sin la administracion de tratamiento.



iv. No ser cirrético al inicio del estudio.
1.1.1.2.- Criterios de exclusioén:

i. Presencia de cirrosis al inicio del estudio, definida como
valores de rigidez hepatica = 14.6 kPa.

ii. Infeccién VHC por genotipos distintos al 1
1.1.1.3.- Diseiio:
1.1.1.3.1.- Variables:

Variable desenlace: Progresidon del grado de fibrosis hepatica,

considerada como el incremento de al menos un grado en la escala de fibrosis.
Variables explicativas:

Caracteristicas clinicas o0 sociodemogréficas: edad, género,
caracteristicas sociodemogréficas, consumo de alcohol, recuento de linfocitos
CD4* (células/mL), subtipo del VHC, carga viral del VIH, carga viral del VHC,
grado de firbrosis hepéatica, valor de la elastometria (kPa), uso de terapia

antirretroviral y via de transmision del VIH.

La carga viral de VHC y VIH se realiz6 mediante reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) cuantitativa a tiempo real (Q-PCR). Se midieron los niveles
en plasma de material génico del VHC g-PCR con el kit Cobas Tagman, Roche
Diagnostic Systems Inc., Planton, CA, USA. El limite de deteccion de la técnica
es de 15 Ul/mL. Para mostrar la presencia de infeccion activa por el VHC, las
determinaciones de la viremia se realizaron a lo largo de todo el tiempo de
seguimiento del estudio. Para el VIH, se utiliz6 una g-PCR con el kit Cobas
Tagman, Roche Diagnostic Systems Inc., Planton, CA, USA. El limite de

deteccioén de la técnica es de 20 Ul/mL.

Para la determinacion de la rigidez hepéatica, se utilizd la técnica de
elastometria transitoria hepatica mediante dispositivo FibroScan®, Echosens,
Paris, Francia. Las medidas se realizaron por técnicos entrenados para la



labor, siguiendo el procedimiento establecido con anterioridad [181]. La medida
de la rigidez hepética se realizé al menos una vez al afio. Se utilizaron como
cutt-offs para determinar el grado de fibrosis hepatica los siguientes valores
obtenidos por Elastografia hepatica transitoria [124]: <6.5 kPa (FO-F1, ausencia
o minima fibrosis); 6.5-9.4 kPa (F2, fibrosis significativa); 9.5-14.5 kPa (F3,

fibrosis severa); y 214.6 kPa (F4, cirrosis).

Para el andlisis gendmico de los pacientes, el ADN se extrajo con el
método automatizado MagNa Pure DNA extraction (Roche Diagnostics
Corporacion. Indianapolis, IN 46250, USA), a partir de 20-200 yL de sangre
periférica total remitidas en tubos con EDTA tripotasico como anticoagulante. El
método utiliza proteinasa K para la rotura celular (células polimorfonucleares y
mononucleares). El aislamiento del ADN se realiz6 con particulas de vidrio

magnéticas [182].

El tipaje HLA-B se realiza mediante PCR-SSO con kits INNO-LIPA HLA-
B Multiplex kit (Innogenetics N.V.). El kit, para la amplificacion por PCR, emplea
cebadores complementarios a las secuencias exdnicas segunda y cuarta del
locus HLA-B y para el exdn 2 de los alelos HLA-Bw4. Se continua la técnica
con una hibridacion con sondas oligonucleotidicas especificas de secuencia
(SSO) de tipo reverso, ya que son estas sondas las que se encuentran fijas en
una membrana de nylon [183]. Para determinar el genotipado se usa el
software LIRASTM para INNO-LIPA HLA. Solamente los alelos con una

frecuencia superior al 5% se incluyeron en el andlisis.
Andlisis estadistico

Las variables continlas se expresan como media, mediana y cuartiles
(indice intercuartilicos o RIQ). Para la comparacion entre grupos se usaron los
tests t-Student, U-Mann-Whitney y el test de Kruskal-Wallis. Las variables
categoricas se expresan como numero de casos y porcentajes. Las frecuencias
se estudiaron usando los test x? o el test exacto de Fisher. Para medir la
asociacion entre las variables explicativas y la variable desenlace se usé un

andlisis de regresion logistico multivariante. Se ajusto el modelo segun edad,



sexo y carga viral basal. Se calcul6 la razén de probabilidad (Odd ratio; OR)
con un intervalo de confianza del 95%. Las variables relacionadas con la
variable desenlace, se introducen en un modelo de regresion Cox, para estimar
el tiempo libre de evento. Se ajustd este modelo por edad, sexo, presencia de y
carga viral basal. Se calcularon curvas de supervivencia libre de evento,
usando el método de Kaplan-Meier, comparando los tiempos de supervivencia
con el test log-rank. Se calcul6 la razén de probabilidad temporal (Hazard ratio;

HR) con un intervalo de confianza (IC) del 95%.

1.1.2.- Pacientes con fracaso atratamiento previo

Se incluyeron en el estudio pacientes coinfectados VIH/VHC genotipo 1
no respondedores, a un tratamiento previo con PEG-INF/RBV * boceprevir o
telaprevir. Se revisaron los registros de enfermos procedentes de la cohorte de
pacientes coinfectados por VIH/VHC de la Unidad de Enfermedades
Infecciosas del Hospital Reina Sofia de Cdrdoba, incluidos en la misma entre
enero de 2007 y abril de 2016

1.1.2.1.- Criterios de inclusion:
i.  Infeccion cronica por el VHC por genotipo 1

ii. Tener minimo dos determinaciones de rigidez hepdtica,

separadas al menos por un periodo de 12 meses.
iii. Fallo a la terapia con PEG-INF/RBV * boceprevir o telapreuvir.
iv.  No ser cirrético al inicio del estudio.
1.1.2.2.- Criterios de exclusion:

i. Presencia de cirrosis al inicio del estudio, definida como
valores de rigidez hepatica = 14.6 kPa.

ii. Infeccion VHC por genotipos distintos al 1.

1.1.2.3.- Disefo: Ver punto 1.1.1.3



1.1.2.4.- Criterios de censura de los pacientes durante el
seguimiento.

Los pacientes fueron censurados del estudio cuando:
i.  Alcanzaron la variable de desenlace.
ii. Iniciaron tratamiento para la hepatitis C.
iii. Pérdida de seguimiento.

iv. Final del estudio, abril de 2016.

1.2. OBJETIVO 2: Evaluar el valor predictivo de las moléculas de HLA y
KIRs en el desarrollo de infeccién crénica o aclaramiento espéntaneo tras
unainfeccion aguda por VHC en pacientes coinfectados por el VIH.

Se incluyeron en el estudio pacientes infectados por VIH en los que se
pudo demostrar la existencia de aclaramiento espontaneo de la infeccién por el
VHC. Se revisaron los registros de enfermos procedentes de la cohorte de
pacientes infectados por el VIH y de la cohorte de pacientes coinfectados por
VIH/VHC de la Unidad de Enfermedades Infecciosas del Hospital Reina Sofia
de Cérdoba, incluidos entre enero de 2014 y 2016.

1.2.1.- Criterios de inclusién

i.  Presencia de anticuerpos frente al VHC (confirmados mediante
inmunofijaciéon de anticuerpos).

ii.  No haber recibido tratamiento para el VHC.

ii. ARN-VHC negativo después de los 6 meses de Ila

seroconversion del VHC.
1.2.2.- Grupo Control:

Se incluy6 un grupo control de pacientes con infeccion cronica del VHC
definido como pacientes con carga viral positiva para VHC durante mas de seis
meses después de la infeccibn aguda. Para ello se incluyeron todos los
pacientes con infeccién crénica por VHC incluidos en la cohorte de pacientes

coinfectados por VIH/VHC de la Unidad de Enfermedades Infecciosas del



Hospital Reina Sofia de Cérdoba entre enero de 2014 y 2016.
1.2.3.- Disefio

Variable desenlace:
Aclaramiento espontaneo definido por presencia de anticuerpos frente al VHC
(confirmados mediante inmunofijacion de anticuerpos), no haber recibido
tratamiento para el VHC y presentar ARN-VHC negativo después de los 6

meses de la seroconversion del VHC.
Variables explicativas:

Caracteristicas clinicas o sociodemogréaficas: edad, género,
caracteristicas sociodemograficas, consumo de alcohol, recuento de linfocitos
CD4* (células/mL), genotipo y subtipo del VHC, carga viral del VIH, carga viral
del VHC, grado de firbrosis hepatica, valor de la elastometria (kPa), uso de

terapia antirretroviral y via de transmisién del VIH.

Para el andlisis genémico de los pacientes, el ADN se extrajo con el
método automatizado MagNa Pure DNA extraction (Roche Diagnostics
Corporacion. Indianapolis, IN 46250, USA), a partir de 20-200 uL de sangre
periférica total remitidas en tubos con EDTA tripotasico como anticoagulante. El
método utiliza proteinasa K para la rotura celular (células polimorfonucleares y
mononucleares). El aislamiento del ADN se realizé con particulas de vidrio
magnéticas [182].

El tipaje HLA-B se realiza mediante PCR-SSO con kits INNO-LIPA HLA-
B Multiplex kit (Innogenetics N.V.). El kit, para la amplificacion por PCR, emplea
cebadores complementarios a las secuencias exonicas segunda y cuarta del
locus HLA-B y para el exdn 2 de los alelos HLA-Bw4. Se continta la técnica
con una hibridacion con sondas oligonucleotidicas especificas de secuencia
(SSO) de tipo reverso, ya que son estas sondas las que se encuentran fijas en
una membrana de nylon [183]. Para determinar el genotipado se usa el
software LIRASTM para INNO-LIPA HLA. Solamente los alelos con una

frecuencia superior al 5% se incluyeron en el analisis.



El genotipo IL28B rs129679860 se realiz6 usando sondas TAQMAN
siguiendos las recomendaciones del fabricante (Applied Biosystems, Foster
City, California, USA). Los pacientes se clasificaron coémo genotipo CC o no-CC
(TT/CT).

El genotipado KIR se realiza mediante PCR con cebadores especificos
de secuencia (PCR-SSP, de Invitrogen Corporation). Se detecta la presencia
de hasta 17 genes KIR: 2DL1, 2DL2, 2DL3, 2DL4, 2DL5, 2DS1, 2DS2, 2DS3,
2DS4FULL, 2DS4DEL, 2DS5, 3DL1, 3DL2, 3DL3, 3DS1, 2DP1, 3DP1 (214). En
este método, los primers de la PCR estan disefiados para hibridar con regiones
especificas de los genes KIR, en concreto regiones polimorficas situadas en cis
[185, 186].

Para realizar el genotipo HLA-C, se realiz6 una Nested-PCR basada en
el método de Turner y colaboradores [187], seguida de la secuenciacion de las
regiones de interés, los exones 2 y 3 del gen HLA-C. Se realizan dos PCRs,
con cebadores degenerados, usando el kit AmpliTag Gold™ DNA Polymerase
(Applied Biosystem™, Thermo Fischer Scientifict, Massachusetts, USA). Tras
limpieza de la placa, se secuencia usando el kit BrightDye MIX, siguiendo las
recomendciones del fabricante. Los resultados, se comparan en las bases de
datos BLAST (National Center for Biotechnology Information, U.S. National
Library of Medicine, USA) e IPD-IMGT/HLA (http://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/),

base de datos especifica para polimorfismos de HLA.
Analisis estadistico.

Se compararon las caracteristica de los pacientes incluidos en el grupo
de estudio (pacientes con aclaramiento espéntaneo de VHC) y las del grupo
control (pacientes con infeccién cronica). Se realizd6 un modelo de regresion
logistica para identificar los genes relacionados con aclaramiento espontaneo
del VHC. Se evalu6 el valor predictivo positivo (VPP) y el valor predictivo
negativo (VPN) se definieron como la probabilidad de alcanzar o no
aclaramiento espontaneo del VHC. Para el VPN y VPP, se calcul6 un intervalo

de confianza del 95% a ambos lados (IC del 95%) utilizando la distribucion


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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https://www.nlm.nih.gov/
http://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/

binomial exacta.

1.3. OBJETIVO 3: Evaluar la influencia de los receptores KIRs en el
desarrollo de trombocitopenia secundaria a la administracién de IFN en

pacientes coinfectados por el VIH/VHC.

Se incluyeron en el estudio pacientes coinfectados VIH/VHC
procedentes de la cohorte de pacientes coinfectados por VIH/VHC de la Unidad
de Enfermedades Infecciosas del Hospital Reina Sofia de Cordoba, que

iniciaron tratamiento con PEG/RBV durante el periodo de estudio.
1.3.1.- Criterios de inclusioén:

i.  Infeccion cronica por VHC sin tratamiento previo.
ii. Infeccién por VIH.
iii.  Iniciar tratamiento anti-VHC con PEG/RBV.

iv.  Recuento de plaquetas basal superior a 100.000 cels/mL.

1.3.2.- Criterios de exclusion

i. Perdida de seguimiento antes de las 12 semanas de tratamiento
sin haber alcanzado la variable desenlace.
ii. Recuento de plaquetas basal inferior a 100.000 cels/mL.

iii.  Tratamiento anti-VHC previo.
1.3.3.- Disefio

Todos los pacientes recibieron tratamiento con 180 ug/kg/semana de
Peg-IFN-a 2a en combinacion con RBV a dosis de 1000 mg/dia en los
pacientes de <75 kg o de 1200 mg/dia en >75 kg. Se evaluaron los pacientes

gue recibieron al menos 12 semanas.
Variable desenlace:

La variable desenlace del estudio fue el desarrollo de trombocitopenia

definida como recuento de plaquetas inferior a 150.000 células/mililitro.



Variables explicativas:

Se recogieron las siguientes variables basales: edad, género, consumo
de alcohol, contaje de células CD4* (células/mL), genotipo del VHC, carga viral
del VIH, carga viral del VHC, elastometria (kPa), uso de terapia antirretroviral y
via de transmision del VIH. Las determinaciones de carga viral de VHC y VIH
se realizaron mediante los procedimientos expuestos en puntos anteriores. La
elastometria hepatica transitoria se realizé con los mismos procedimientos

descritos anteriormente.

En todos los pacientes se realizé un control hematolégico que incluyo el
recuento de cifra de plaquetas en la visita basal del estudio y durante el
tratamiento en las semanas 1, 2, 4, 8 y 12 del seguimiento. c. Se definié la
trombocitopenia como un contaje de plaquetas <150000 células/mililitro
(cells/mL] [188].

El andlisis genomico se realiz6 con los procedimientos descritos
anteriormente. Se obtuvo una muestra basal para la determinacion del genotipo
KIR. Esta muestra se almaceno congelada a -80°C hasta su analisis genético.
El genotipado KIR se realizé mediante PCR con cebadores especificos de
secuencia (PCR-SSP, de Invitrogen Corporation), descrito anteriormente.

Los pacientes fueron censurados en el seguimiento del estudio cuando:
i.  Alcanzaron la variable de desenlace.
ii. Pérdida de seguimiento.

iii. Alcanzar 12 semanas de tratamiento con PEg/RBV

Andlisis estadistico:

Las variables continlas se expresan como media, mediana y cuartiles
(indice intercuartilicos o RIQ). Para la comparacion entre grupos se usaron los
tests t-Student, U-Mann-Whitney y el test de Kruskal-Wallis. Las variables
categoricas se expresan como numero de casos y porcentajes. Las frecuencias

se estudiaron usando los test x? o el test exacto de Fisher. Para medir la



asociacion entre las variables a estudio y las variables desenlace se usé un
analisis de regresion logistico multivariante. Se ajusto el modelo segun edad,
sexo y carga viral basal. Se calcul6 la razon de probabilidad (Odd ratio; OR)
con un intervalo de confianza del 95%. Las variables relacionadas con la
variable desenlace, se introducen en un modelo de regresion Cox, para estimar
el tiempo libre de evento. Se ajusto este modelo por edad, sexo, presencia de
cirrosis y carga viral basal. Se calcularon curvas de supervivencia libre de
evento, usando el método de Kaplan-Meier, comparando los tiempos de
supervivencia con el test log-rank. Se calculé la razén de probabilidad temporal

(Hazard ratio; HR) con un intervalo de confianza (IC) del 95%.

2.- ASPECTOS ETICOS

El protocolo del estudio fue aprobado por el Comité ético y de Ensayos
Clinicos del Hospital Universitario Reina Sofia de Cordoba. El estudio fue
disefiado y realizado segun la Declaracion de Helsinki. Todos los pacientes
firmaron consentimiento informado de participacion en el estudio y de
almacenamiento y procesamiento de las muestras segun los procesos de
diagndstico de rutina en el Biobanco del Hospital Universitario Reina Sofia de
Cordoba (ISCIII referencia: B.0000419), integrado en el Biobanco del Sistema
Sanitario Publico de Andalucia.



RESULTADOS



1.- OBJETIVO 1.- EVALUAR EL VALOR PREDICTIVO DE LAS MOLECULAS
HLA EN LA PROGRESION DE LA FIBROSIS HEPATICA EN PACIENTES
COINFECTADOS POR EL VIHY VHC

1.1.- PACIENTES NAIVE:
1.1.1. PACIENTES INCLUIDOS:

Se evaluaron 306 pacientes coinfectados VIH/VHC para su inclusion en el
estudio. De estos, 104 reunieron los criterios de inclusion en el estudio (figura
10).

Pacientes coinfectados VIH/VHC
(n=306)

Pacientes excluidos
#1:n=129
#2:n=19

~

Y

Pacientes incluidos
(n=104)

Y Y

Pacientes con progresion | | Pacientes sin progresion de
de [afibrosis hepal ca la fibrosis hepal ca
(45/104; 43.3%) (59/104; 56.7%)

Figura 10. Diagrama de flujo de pacientes durante el estudio. #1: pacientes con tratamiento frente al VHC previo al
seguimiento o que inician terapia en los primeros 12 meses del inicio del seguimiento. #2: pacientes cirréticos F4 al

inicio del seguimiento.



En la tabla 8 se muestran las variables basales recogidas. Al inicio del
estudio, 62 enfermos no presentaban fibrosis hepatica (59.6%), 22 (21.2%)

mostraban fibrosis leve y 20 (19.2%) presentan fibrosis avanzada.

En este periodo 45 (43.3%) de los enfermos progresaron en el grado de

fibrosis y 59 (56.7%) no progresaron.

Caracteristicas clinicas Condicion n=104 pacientes

Edad (RIQ: afios) - 48 (44-53)
Sexo, n (%) Hombre 89 (85.6)
Mujer 15 (14.4)
CDIV, n (%) - 102 (98.1)
Consumo de alcohol en g/dia, n (%) 0-20 73 (70.2)
20-50 16 (15.4)
>50 15 (14.4)

Recuento CD4" basal (RIQ: cell/mL) - 413 (283-597)
Carga viral VIH, n (%) Indetectable 73 (70.2)
Detectable 31 (29.8)
Uso de TAR, n (%) Si 93 (89.4)
No 11 (10.6)
Criterios de SIDA, n (%)* Si 40 (38.4)
No 64 (61.6)
Genotipo VHC, n (%) 1 63 (60.6)

2 3(2.9)

3 17 (16.3)




4 18 (17.3)
Desconocido 3(2.9)
Carga viral basal VHC (RIQ: log1o 1U/mL) - 6.2 (5.4-6.6)
Medida de rigidez hepatica basal (kPa) FO-F1 62 (59.6)
F2 22 (21.2)
F3 20 (19.2)
Genotipo HLA-B, n (%)
B*07 Positivo 11 (10.6)
Negativo 93 (89.4)
B*08 Positivo 10 (9.6)
Negativo 94 (90.4)
B*14 Positivo 22 (21.2)
Negativo 82 (78.8)
B*15 Positivo 8 (7.7)
Negativo 96 (92.3)
B*18 Positivo 15 (14.4)
Negativo 89 (85.6)
B*35 Positivo 19 (18.7)
Negativo 85 (81.7)
B*40 Positivo 12 (11.5)
Negativo 92 (88.4)
B*44 Positivo 28 (26.9)
Negativo 76 (73.1)




B*49 Positivo 14 (13.5)
Negativo 90 (86.5)

B*51 Positivo 18 (17.3)
Negativo 86 (82.7)

B*57 Positivo 9 (8.7)
Negativo 95 (91.3)

Tabla 8. Principales caracteristicas basales de los pacientes. n: nimero de casos; RIQ: rango intercuartilico; CDIV:
consumo de drogas intravenosas; TAR: terapia antirretroviral; SIDA: sindrome de inmunodeficiencia humana adquirida.
VIH: virus de la inmunodeficiencia humana; VHC: virus de la hepatitis C; IU/mL: unidades internacionales/mililitros; kPa:
kilipascales; HLA: antigeno leucocitario humano.

*Clasificacién en base a las recomendaciones del Centro para el Control y Prevencién de Enfermedades (CDC)
(definiciones de casos de vigilancia revisado para la infeccién por VIH entre adultos, adolescentes y nifios <de 18 afios
y para la infeccion por el VIH y el SIDA entre los nifios de 18 meses a <13 afios- Estados Unidos, 2008. MMWR 2008;
57 (n RR-10): 1-14).

1.1.2. CAMBIOS DEL GRADO DE FIBROSIS HEPATICA DURANTE EL

SEGUIMIENTO

El tiempo de seguimiento medio fue de 54.5 (RIQ: 26.2-77) meses. Durante
el seguimiento, se realizaron 461 medidas de rigidez hepéticas, que supuso
una media de 4 determinaciones en cada paciente (R1Q:3-6).

En este periodo, 45 (43.3%) de los enfermos progresaron su grado de
fibrosis respecto al basal. El tiempo medio de aparicion del evento fue de 29
(RIQ: 14-49.5) meses. Segun el grado basal de fibrosis hepatica, 24 de 62
(38.7%) de los pacientes FO-F1 experimentaron aumento del grado de rigidez
hepética. El tiempo medio de aparicién del evento fue de 29.5 (RIQ: 11.7-40)
meses. De los 22 pacientes con grado F2 basal, 13 (59.1%) sufrieron aumento
del grado de fibrosis hepatica, con un tiempo medio de aparicion de evento de
26 (RIQ: 13.5-53.5) meses. Entre los pacientes con F3, el 40% (8 de 20),
aumentaron el grado de fibrosis durante el seguimiento, con un tiempo medio
de aparicion del evento de 33.5 (RIQ: 16.5-60) meses.

De los pacientes que iniciaron el seguimiento con un grado de fibrosis FO-F2,

un 29.7% progresaron a F3-F4. El tiempo medio de aparicion del evento fue de



30.5 (RIQ: 16.5-51) meses. De toda la poblacion incluida en el estudio, 18
pacientes (17.3%) progresaron a F4. El tiempo de aparicion de evento fue de
40 (RIQ: 20.5-58.2) meses. En 12 pacientes (11.5%) se registro regresion de la
fibrosis durante el seguimiento. De estos, 10 (9.6%) disminuyeron al menos un
grado el valor de rigidez hepatica y en 2 (19.2%) disminuyeron 2 grados el valor

de la rigidez.
1.1.3. VARIABLES ASOCIADAS A LA PROGRESION DE LA FIBROSIS.

Las variables asociadas con la progresion de la fibrosis hepética se
muestran en la tabla 9. La presencia del alelo HLA-B*18 se asociéo con
progresion de la fibrosis. Asi, el 73.3% de los pacientes HLA-B*18P°¢ mostraron
progresion de al menos un grado de fibrosis hepatica, respecto al 38.2% de los
pacientes HLA-B*18"¢9 (p=0.011). El tiempo medio de aparicién del evento fue
24 (RIQ: 8-29) meses en pacientes HLA-B*18P° y de 34.5 (RIQ: 14.7-51.2)
meses en pacientes HLA-B*18"¢9, El analisis de supervivencia mostré que, los
pacientes portadores del alelo HLA-B*18 presentaron mayor riesgo de
progresion de la fibrosis hepatica que los pacientes HLA-B*18"¢9 (long rank:
p<0.001; figura 11a).

Respecto a la progresion de grados FO-F2 hasta grados F3-F4, los pacientes
HLA-B*18P°s presentaron mayores frecuencias de progresion que los pacientes
HLA-B*18"°9 (9/13:69.2% vs 20/71: 28.2%; p=0.009). El tiempo medio de
progresion a F3-F4 fue 18 (RIQ: 6.5-37) meses para los enfermos HLA-B*18P°s
y de 37 (RIQ: 1-52) meses en los pacientes no portadores del alelo HLA-B*18.
El andlisis de supervivencia muestra que, los pacientes HLA-B*18P°s presentan
mayor riesgo de sufrir progresion en la fibrosis hepatica desde FO-F2 hasta F3-
F4, que lo pacientes HLA-B*18"9 (long rank: p<0.001; figura 11b).

En el andlisis Cox, HLA-B*18P° y l|a carga viral basal del VIH fueron lo
Unicos factores asociados a progresion de la fibrosis en al menos un grado de
valor de rigidez hepética. Se obtuvo un HR 5.84 (95% IC: 2.69-12.69; p<0.001)
para HLA-B*18r°s, En el caso de la carga viral del VIH se obtuvo un HR 0.50
(95% IC: 0.26-0.97; p=0.041).



Edad (afios) <45 12 (42.9) 0.873 0.87 (0.42-1.83) 0.733
245 33 (43.4) 1
Sexo, n (%) Hombre 40 (44.9) 0.871 1.28 (0.48-3.42) 0.621
Mujer 5(33.3) 1
Recuento CD4" basal <350 18 (43.9) 0.815
(cell/mL) =350 27 (42.9)
Carga viral VIH, n (%) Indetectabl 28 (38.4) 0.167 0.50 (0.26-0.97) 0.041
e
Detectable 17 (54.8) 1
Uso TAR, n (%) Si 40 (43) 0.619
No 5 (45.5)
Criterio de adquisicion Si 19 (47.5) 0.552 1.92 (0.97-3.79) 0.058




de SIDA, n (%)* No 26 (40.6) 1
Genotipo VHC, n (%) 1 26 (41.3) 0.671
2 0
3 8 (47.1)
4 10 (55.6)
Desconoci 1(33.3)
do
Carga viral VHC basal <600.000 13 (39.4) 0.425 1 0.067
(log10 IU/mL) >600.000 32 (45.1) 1.93 (0.95-3.91)
Medida de rigidez FO-F1 24 (38.7) 0.296
hepatica basal (kPa) F2 13 (59.1)
F3 8 (40)
Genotipo HLA-B, n (%)
B*07 Positive 4 (36.4) 0.292
Negative 41 (44.1)




B*08 Positive 7 (70) 0.137
Negative 38 (40.4)
B*14 Positive 9 (40.9) 0.627
Negative 36 (43.9)
B*15 Positive 2 (25) 0.321
Negative 43 (44.8)
B*18 Positive 11 (73.3) <0.001 5.84 (2.69- <0.001
12.69)
Negative 34 (38.2) 1
B*35 Positive 5 (26.3) 0.283
Negative 40 (47.1)
B*40 Positive 7 (58.3) 0.583
Negative 38 (41.3)
B*44 Positive 11 (39.3) 0.618
Negative 34 (44.7)




B*49 Positive 7 (50) 0.191
Negative 38 (42.2)

B*51 Positive 5 (27.8) 0.088
Negative 40 (46.5)

B*57 Positive 2 (22.2) 0.245
Negative 43 (5.3)

Tabla 9. Andlisis univariante y multivariante de factores asociados a la progresion de al menos un grado en el valor de rigidez hepatica. PRH: progresion de la rigidez hepatica; p: p-valor;
HR: hazard ratio; n: nimero de casos; TAR: terapia antirretroviral; SIDA: sindrome de inmunodeficiencia humana adquirida; VIH: virus de la inmunodeficiencia humana; VHC: virus de la
hepatitis C; IU/mL: unidades internacionales/mililitros; kPa: kilipascales; HLA: antigeno leucocitario humano.

*Clasificacion en base a las recomendaciones del Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC) (definiciones de casos de vigilancia revisado para la infeccion por VIH entre
adultos, adolescentes y nifios <de 18 afios y para la infeccién por el VIH y el SIDA entre los nifios de 18 meses a <13 afios- Estados Unidos, 2008. MMWR 2008; 57 (n RR-10): 1-14)
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Figura 11. Curvas y tablas de supervivencia que muestran de que los pacientes estén libres de progreso de la fibrosis seguin HLA-B*18P°9"9, A: pacientes que progresan al menos un grado.

B: pacientes FO-F2 que progresan a F3-F4



1.2. PACIENTES NO RESPONDEDORES A TERAPIA ANTI-VHC PREVIA.
1.2.1. PACIENTES INCLUIDOS.

Se incluyeron 65 enfermos coinfectados VIH/VHC no respondedores a la
combinacion de PEG-INF/RBV * boceprevir o telaprevir. En la tabla 10 se

recogen los datos demograficos de estos pacientes.

Caracteristicas clinicas Condicion n=65 pacientes
Edad (RIQ: afos) - 49 (47-53)
Sexo, n (%) Hombre 55 (84.6)
Mujer 10 (15.4)
Recuento CD4" basal (RIQ: cell/mL) - 552 (390-689)
Carga viral VIH, n (%) Indetectable 55 (84.6)
Detectable 10 (15.4)
Criterios de SIDA, n (%)* Si 19 (29.2)
No 46 (70.8)
Genotipo VHC, n (%) 1 47 (72.3)
3 9 (13.8)
4 7 (10.8)
Carga viral basal VHC (RIQ: log1o 1U/mL) - 6.2 (5.8-6.7)
Medida de rigidez hepéatica basal (kPa) FO-F1 28 (43.1)
F2 16 (24.2)
F3 19 (29.2)
Genotipo HLA-B, n (%)
B*07 Positivo 13 (20)




Negativo 52 (80)
B*08 Positivo 8 (12.3)
Negativo 57 (87.7)
B*14 Positivo 10 (15.4)
Negativo 55 (84.6)
B*18 Positivo 11 (16.9)
Negativo 54 (83.1)
B*27 Positivo 7 (10.8)
Negativo 58 (89.2)
B*35 Positivo 10 (15.4)
Negativo 55 (84.6)
B*44 Positivo 18 (27.7)
Negativo 47 (72.3)
B*49 Positivo 7 (10.8)
Negativo 58 (89.2)
B*51 Positivo 9 (13.8)
Negativo 56 (86.2)

Tabla 10. Principales caracteristicas basales de los pacientes. n: nimero de casos; RIQ: rango intercuartilico; SIDA:
sindrome de inmunodeficiencia humana adquirida. VIH: virus de la inmunodeficiencia humana; VHC: virus de la
hepatitis C; IU/mL: unidades internacionales/mililitros; kPa: kilipascales; HLA: antigeno leucocitario humano.
*Clasificacion en base a las recomendaciones del Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC)
(definiciones de casos de vigilancia revisado para la infeccion por VIH entre adultos, adolescentes y nifios <de 18 afios
y para la infeccion por el VIH y el SIDA entre los nifios de 18 meses a <13 afios- Estados Unidos, 2008. MMWR 2008;
57 (n RR-10): 1-14).

1.2.2. CAMBIOS DEL GRADO DE FIBROSIS HEPATICA DURANTE EL
SEGUIMIENTO.

El tiempo medio de seguimiento fue de 53 (RIQ: 36-70) meses. De los 65



pacientes incluidos en el estudio, 31 (47.7%) progresaron al menos un grado el
valor de rigidez hepatica durante el seguimiento. El tiempo de aparicion medio
del evento fue de 30.5 (RIQ: 12.5-45) meses. De estos, tres (9.7%) progresaron
a F2, dieciséis (51.6%) progresaron a F3 y 12 (38.7%) progresaron a Cirrosis.
El resto de pacientes, 34 (52.3%), no aumentaron el grado de rigidez hepética.
De los pacientes que iniciaron el seguimiento con un grado de fibrosis FO-F2,
20 (45.7%) pacientes progresaron a F3-F4. El tiempo medio de aparicion del
evento fue de 41.8 (RIQ: 15.3-63) meses.

1.2.3. VARIABLES ASOCIADAS A LA PROGRESION DE LA FIBROSIS.

De los pacientes incluidos en el estudio, 54 fueron HLA-B*18"9 y 11 fueron
HLA-B*18P°s, Se identific6 HLA-B*18P°S como factor asociado a la progresion
del grado de fibrosis hepatica. Asi, de los pacientes HLA-B*18P°, el 81.1%
desarrollaron progreso de al menos un grado en la fibrosis hepatica, frente al
38.9% de los pacientes HLA-B*18"¢9 (p=0.017). El tiempo medio de apariciéon
del evento fue de 24 (RIQ: 8-43) meses en HLA-B*18P% y de 39.5 (RIQ: 14.7-
56.2) meses en los pacientes HLA-B*18"®9. El andlisis de supervivencia mostro,
que los portadores de HLA-B*18 presentan mayor riesgo de progresar en al
menos un grado el valor de rigidez hepatica que los pacientes HLA-B*18"€9
(long Rank: p=0.006; figura 12a). Respecto a la progresion de pacientes con
FO-F2 basal hasta F3-F4, los pacientes HLA-B*18P°S presentaron mayor
frecuencia de progresion que los pacientes HLA-B*18"9 (7/9: 77.7% vs. 12/41.
29.2%; p=0.018). El tiempo medio de progresion a F3-F4 fue 43 (RIQ: 8.5-70.5)
meses para los enfermos HLA-B*18P% y de 42.5 (RIQ: 15.7-60) meses en los
pacientes no portadores del alelo HLA-B*18. El analisis de supervivencia
mostré que los pacientes HLA-B*18P° presentaron mayor riesgo de sufrir
progresion en la fibrosis hepatica desde FO-F2 hasta F3-F4, que lo pacientes
HLA-B*18"®9 (long rank: p<0.049; figura 12b). En el andlisis Cox, HLA-B*18P°s
el Unico factor asociado a progresion de la fibrosis en al menos un grado de
valor de rigidez hepatica; HR=2.9 (IC del 95%: 1.2-6.6); p=0.012.



2.- OBJETIVO 2.- EVALUAR EL VALOR PREDICTIVO DE LAS MOLECULAS
DE HLA Y KIRS EN EL DESARROLLO DE INFECCION CRONICA DEL VHC
TRAS UNA INFECCION AGUDA EN PACIENTES COINFECTADOS POR EL
VIH.

2.1. PACIENTES INCLUIDOS.

Se inluyeron en el estudio 57 pacientes infectados por VIH que mostraron
aclaramiento espontaneo del VHC y 81 pacientes VIH con infeccion crénica del
VHC. Las caracteristicas basales de ambos grupos se muestran en la tabla 11.
Del mismo modo, la distribucion de los genes evaluados en el estudio para el

aclaramiento espontaneo se muestra en las tablas 12, 13, 14.

Caracteristica clinica Condicion n=57 AC n=81 VHC-C
Edad (RIQ: afios) - 49 (44-51) 50 (47-54)
Sexo, n (%) Hombre 38 (36.9) 65 (63.1)
Mujer 19 (54.3) 16 (45.7)
Contaje CD4* (RIQ: cell/mL) - 461.5 (267- | 545 (330-654)
599)
Carga viral VIH, n (%) Indetectable 52 (41.6) 73 (58.4)
Detectable 5 (38.5) 8 (61.5)
Uso de TAR, n (%) Si 55 (40.4) 81 (59.6)
No 2 (100) 0
Criterios de SIDA, n (%)" Si 16 (45.7) 19 (54.3)
No 41 (39.8) 62 (60.2)




Genotipo IL28B, n (%) No-CC 12 (18.5) 53 (81.5)
cC 45 (61.6) 28 (38.4)
Genotipo HCV, n (%) 1 2(3.1) 62 (96.9)
2 0 1 (100)
3 4 (50) 4 (50)
4 0 13 (100)
Desconocido 51 (98.1) 1(1.9)

Tabla 11. Principales caracteristicas basales de los pacientes. AC: aclaramiento espontaneo. VHC-C: infeccién crénica
del VHC. n: nimero de casos; RIQ: rango intercuartilico; cell/mL: células/mililitro. VIH: virus de la inmunodeficiencia

humana; TAR: terapia antirretroviral. SIDA: sindrome de inmunodeficiencia humana adquirida. 1L28B: interleuquina

28B; VHC: virus de la hepatitis C.

*Clasificacién en base a las recomendaciones del Centro para el Control y Prevencién de Enfermedades (CDC)
(definiciones de casos de vigilancia revisado para la infeccion por VIH entre adultos, adolescentes y nifios <de 18 afios

y para la infecciéon por el VIH y el SIDA entre los nifios de 18 meses a <13 afios- Estados Unidos, 2008. MMWR 2008;

57 (n RR-10): 1-14).




HLA-B?! Condicién AC; n (%) VHC-C; n (%) p

*07 Ausencia 38 (40.9) 55 (59.1) 0.335
Presencia 10 (31.2) 22 (68.8)

*14 Ausencia 37 (37) 63 (63) 0.520
Presencia 11 (44) 14 (56)

*15 Ausencia 46 (39) 72 (61) 0.706
Presencia 2 (28.6) 5(71.4)

*18 Ausencia 43 (39.1) 67 (60.9) 0.667
Presencia 5(33.3) 10 (66.7)

*27 Ausencia 45 (38.8) 71 (61.2) 1
Presencia 3(33.3) 6 (66.7)

*35 Ausencia 41 (40.2) 61 (59.8) 0.385
Presencia 7 (30.4) 16 (69.6)

*38 Ausencia 47 (40.5) 69 (59.5) 0.151
Presencia 1(11.1) 8 (88.9)

*40 Ausencia 44 (39.3) 68 (60.7) 0.765
Presencia 4 (30.8) 9 (69.2)

*44 Ausencia 41 (43.6) 53 (56.4) 0.033
Presencia 7 (22.6) 24 (77.4)

*49 Ausencia 44 (37.9) 72 (62.1) 0.732
Presencia 4 (44.4) 5 (55.6)

*51 Ausencia 41 (37.3) 69 (62.7) 0.483
Presencia 7 (46.7) 8 (53.3)




*52 ‘ Ausencia ‘ 42 (38.2) ‘ 68 (61.8) ‘ 0.892

‘ Presencia ‘ 6 (40) ‘ 9 (60) ‘

Tabla 12. Distribucion alélica HLA-B. Se tienen en cuenta los alelos con una frecuencia >5%. p: p valor. HLA-B:

antigeno leucitario tipo B; AC: aclaramiento espontaneo; VHC-C: infeccion crénica por el virus de la hepatitis C.



HLA-C? Condicién AC; n (%) VHC-C; n (%) p
*02 Ausencia 44 (41.5) 62 (58.5) 0.522
Presencia 3(27.3) 8 (72.7)

*03 Ausencia 44 (41.5) 62 (58.5) 0.522
Presencia 3(27.3) 8 (72.7)

*04 Ausencia 38 (41.3) 54 (58.7) 0.818
Presencia 9 (36) 16 (64)

*05 Ausencia 35 (38.5) 56 (61.5) 0.480
Presencia 12 (46.2) 14 (53.8)

*06 Ausencia 45 (41.3) 64 (58.7) 0.472
Presencia 2 (25) 6 (75)

*07 Ausencia 39 (46.4) 45 (53.6) 0.028
Presencia 8 (24.2) 25 (75.8)

*08 Ausencia 38 (39.6) 58 (60.4) 0.782
Presencia 9 (42.9) 12 (57.1)

*12 Ausencia 44 (45.8) 52 (54.2) 0.008
Presencia 3(14.3) 18 (85.7)

*15 Ausencia 40 (38.1) 65 (61.9) 0.219
Presencia 7 (58.3) 5(41.7)

*16 Ausencia 41 (40.2) 61 (59.8) 0.988
Presencia 6 (40) 9 (60)

Tabla 13. Distribucion alélica HLA-C. Se tienen en cuenta los alelos con una frecuencia >5%. p: p valor. HLA-C:

antigeno leucitario tipo C; AC: aclaramiento espontaneo; VHC-C: infeccién crénica por el virus de la hepatitis C



KIR Condicion AC; n (%) VHC-C; n (%) p

2DS2 Ausencia 30 (46.2) 35 (53.8) 0.202
Presencia 24 (35.3) 44 (64.7)

2DL2 | Ausencia 18 (35.3) 33 (64.7) 0.397
Presencia 35 (42.7) 47 (57.3)

2DL3 Ausencia 3(33.3) 6 (66.7) 1
Presencia 49 (40.2) 73 (59.8)

2DL5 | Ausencia 23 (37.7) 38 (62.3) 0.531
Presencia 31 (43.1) 41 (56.9)

2DS3 Ausencia 22 (31) 49 (69) 0.071
Presencia 24 (47.1) 27 (52.9)

2DS5 | Ausencia 41 (43.2) 54 (56.8) 0.188
Presencia 11 (30.6) 25 (69.4)

2DP1 Ausencia 1 (20) 4 (80) 0.648
Presencia 53 (41.4) 75 (58.6)

2DL1 Ausencia 1 (20) 5 (55.6) 1
Presencia 53 (41.1) 76 (58.9)

3DL1 Ausencia 9 (60) 6 (40) 0.119
Presencia 48 (39) 75 (61)

3DS1 | Ausencia 50 (47.6) 55 (52.4) 0.001
Presencia 4 (13.8) 25 (86.2)

2DS1 Ausencia 30 (37) 51 (63) 0.296
Presencia 24 (46.2) 28 (53.8)

2DS4 | Ausencia 40 (42.6) 54 (57.4) 0.376
Presencia 13 (34.2) 25 (65.8)

1D Ausencia 12 (50) 12 (50) 0.300

Presencia 42 (38.5) 67 (61.5)

Tabla 14. Distribucién alélica KIR. Se tienen en cuenta los alelos con una frecuencia >5%. p: p valor. KIR: killer-cell
inmunoglobulin-like receptor; AC: aclaramiento espontaneo; VHC-C: infeccién crénica por el virus de la hepatitis C.



2.2. VARIABLES ASOCIADAS A ACLARAMIENTO ESPONTANEO DEL VHC
EN PACIENTES COINFECTADOS VIH/VHC.

En primer lugar, considerando los genes estudiados de forma aislada, ser
portador de un genotipo IL28B CC supuso un VPP para aclaramiento
espotaneo del VHC de 61,6% (IC del 95%: 50,1-71,9%). En cambio, entre los
pacientes con el genotipo IL28B no-CC, 12/65 lograron aclaramiento
espontaneo del VHC lo que supone un VPN del 81,5% (IC del 95%: 70,4 -
89,1%).

Cuando se analizaron los alelos HLA-B, la ausencia de HLA-B44 supuso un
VPP para aclaramiento espotaneo del VHC de 43,6% (IC del 95%: 33,8-
53,7%), y su presencia un VPN sobre el aclaramiento espontaneo del 77,4%
(IC del 95%: 60,3 -89,5%).

Para los alelos HLA-C, la ausencia de HLA-C*07 supuso un VPP para
aclaramiento espontaneo del VHC de 46,4% (IC del 95%: 35,9-57,1%) y su
presencia un VPN del 75,8% (IC del 95%: 59,1-88%). Por su parte, la ausencia
de HLA-C*12 supuso un VPP del 45,8% (IC del 95%: 36-55,8%) y un VPN del
85,7% (IC del 95%: 65,8-96,2%).

Cuando se analizaron los genes KIR, la ausencia de KIR3DS1 tuvo un VPP
para aclaramiento espotaneo del VHC de 47,6% (IC del 95%: 38,2-57,1%) y su
presencia un VPN del 86,2% (IC del 95%: 70-95,4%).

Mediante analisis multivariante se comprobo6 que la presencia de genotipos
IL28B no-CC, HLA-B*44, HLA-C*12 o KIR3DS1 fueron factores predictivos
independientes asociados negativamente con el aclaramiento espontaneo del
VHC (tabla 15). Por el contrario, la ausencia de estos genotipos fueron factores
predictivos independientes de aclaramiento espotaneo del VHC. Evaluamos el
valor predictivo de aclaramiento espotaneo del VHC de asociaciones de estos
genes (tabla 16). Definimos la ausencia de HLA-B*44, HLA-C*12 y KIR3DS1
como un perfil genotipico favorable para el aclaramietno espontdneo del VHC
(PGF), mientras que la presencia de al menos uno de estos tres genotipos
(HLA-B*44, HLA-C*12 o KIR3DS1) se definio como un perfil genotipico



desfavorable (PGD) para el aclaramiento espontaneo del VHC. Ser portador de
un PGD y de un genotipo IL28B no-CC supuso un VPN para aclaramiento
espotaneo del VHC del 100% (IC del 95%: 91,8-100%; figura 12A). En cambio,
ser portador de PGD y I1L28B CC supuso un VPN para aclaramiento espotaneo
del VHC de 62,5% (IC del 95%: 42,2-79,9%; figura 12B).

Por otro lado, ser portador de PGF y de un genotipo 1L28B-CC supuso un
VPP para aclaramiento espotaneo del VHC del 74,1% (IC del 95%: 55,3-
87,8%) (figura 12C). En cambio, ser portador de PGF y de un genotipo IL28B-
no-CC supuso un VPP (figura 12D) para aclaramiento espotaneo del VHC del
50% (IC del 95%: 27,8-72,1%).

Factor Condicién OR IC del 95% p

IL28B CC 6.46 2.22-18.77 0.001
HLA-B*44 Presencia 0.18 0.05-0.61 0.006
HLA-C*07 Presencia 0.75 0.22-2.61 0.662
HLA-C*12 Presencia 0.15 0.02-0.83 0.030
KIR3DS1 Presencia 0.09 0.01-0.51 0.006

Tabla 15. Analisis multivariante de factores asociados con aclaramiento espontaneo del VHC. OR: odd ratio; IC del
95%: intervalo de confianza al 95%; IL28B; interleucina 28B; HLA-B*44: antigeno leucocitario tipo B44; HLA-C*07:
antigeno leucocitario tipo C07; HLA-C*12: antigeno leucocitario tipo C12; KIR3DS1: killar-cell inmunoglobulin-like

receprtor 3DS1.



IL28B HLA-B*44 HLA-C*12 KIR3DS1 n | AC VPP (IC del 95%) VPN (IC del 95%)
Presencia Presencia Presencia 110 0% (0-95) 100% (5-100)
Presencia Ausencia Presencia 2|0 0% (0-77.6) 100% (22.3-100)
Presencia Ausencia Ausencia 11| 5 45.4% (18.9-74) 54.5% (25.9-81)

cC Presencia Presencia Ausencia 2 1 50% (2.5-97.5) 50% (2.5-97.5)

Ausencia Presencia Presencia 1 0 0% (0-95) 100% (5-100)
Ausencia Presencia Ausencia 3 1 33% (1.6-86.8) 66.7% (13.2-98.3)
Ausencia Ausencia Presencia 4 | 2 50% (9.5-90.5) 50% (9.5-90.5)
Ausencia Ausencia Ausencia 27 | 20 74.1% (55.3-87.8) 25.9% (12.1-44.6)
Presencia Presencia Presencia 110 0% (0-95) 100% (50-100)
Presencia Ausencia Presencia 0|0 0% 0%
Presencia Ausencia Ausencia 9 | 0 0% (0-28.3) 100% (71.6-100)

No-CC Presencia Presencia Ausencia 0| O 0% 0%
Ausencia Presencia Presencia 5 0 0% (0-45) 100% (54.9-100)
Ausencia Presencia Ausencia 7 0 0% (0-34.8) 100% (65.1-100)
Ausencia Ausencia Presencia 13| 0 0% (0-20.5) 100% (79.4-100)
Ausencia Ausencia Ausencia 18| 9 50% (27.8-72.1) 50% (27.8-72.1)

Tabla 16. Efecto de las diferentes combinaciones de genes sobre el aclaramiento espontaneo del VHC. %; IL28B; interleucina 28B; HLA-B*44: antigeno leucocitario tipo B44; HLA-C*12:

antigeno leucocitario tipo C12; KIR3DS1: killar-cell inmunoglobulin-like receprtor 3DS1; AC: aclaramiento espontaneo;

IC del 95%: intervalo de confianza al 95%.
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3.- OBJETIVO 3.- EVALUAR LA INFLUENCIA DE LOS RECEPTORES KIRS
EN EL DESARROLLO DE TROMBOCITOPENIA SECUNDARIA A LA
ADMINISTRACION DE IFN EN PACIENTES COINFECTADOS POR EL
VIH/VHC.

3.1. CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES INCLUIDOS.

Se incluyeron 58 enfermos coinfectados VIH/VHC naive que iniciaban
tratamiento frente a la hepatitis C con régimen PEG-INF/RBV. Las principales
caracteristicas de estos pacientes se incluyen en la tabla 17. En todos ellos se
realizo el genotipado los receptores KIR, y se incluyeron en el estudio aquellos
genotipos cuya frecuencia era superior al 90%. Asi, se incluyeron en el estudio
los genotipos de KIR 2DL2, 2DL5, 2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DS4ruLL, 2DS5 y
3DS1, y se descartaron para su inclusién en el estudio los genotipos KIR:
2DL1, 2DL3, 2DL4, 2DS4peL, 3DL1, 3DL2, 3DL3,2DP1 y 3DP1. De los 25
pacientes que portaban KIR2DL2, 24 portaban también KIR2DS2.

Ninguno de los genotipos KIR evaluados se asocidé con la presencia de
cirrosis. Asi, KIR2DL2 (ausencia de cirrosis: 36% vs presencia de cirrosis:
42.4%; P=0.787), KIR2DL5 (ausencia: 44.4% vs presencia: 35.4%; P=0.335),
KIR2DS1 (ausencia: 47.1% vs presencia: 29.1%; P=0.188), KIR2DS3
(ausencia: 37.5% vs presencia: 44.4%; P=0.773), KIR2DS4ruLL (ausencia:
35.3% vs presencia: 41.4%; P=0.772), KIR2DS5 (ausencia: 30.4% vs
presencia: 45.7%; P=0.283) y KIR3DS1 (ausencia: 47.1% vs presencia: 29.1%;
P=0.188).



Caracteristicas Condicién N=58
Edad (afos). Media (SD) 43.8 (4.6)
Sexo. n (%) Hombre 51 (87.9)
Mujer 7 (12.1)
Criterio de SIDA, n (%) 12 (20.7)
Incluidos en HAART 56 (96.5)
Carga viral VIH. n (%)" Indetectable 56 (96.6)

Detectable 2 (3.4)
Recuento CD4" (cells/mL). Mean (SD) 492 (213)
Cirrosis hepatica, n (%) 16 (27.5)
Genotipo IL28B. n (%) CcC 22 (37.9)
No-CC 36 (62.1)

Genotipo KIR. n (%)

2DL1 56 (96.5)
2DL2 33 (56.9)
2DL3 54 (93.1)

2DL4 58 (100)
2DL5 31 (53.4)
2DS1 24 (41.3)
2DS2 34 (58.6)

2DS3 18 (31)
2DS4ruLL 17 (29.3)
2DS4pEL 54 (93.1)




2DS5 23 (39.6)
3DL1 54 (93.1)
3DL2 58 (100)
3DL3 58 (100)
3DS1 24 (41.4)
2DP1 55 (94.8)
3DP1 58 (100)

Tabla 17. Principales caracteristicas basales de los pacientes. SD: desviacién estandar; n: nimero de casos; HAART:
terapia antirretroviral de alta actividad; SIDA: sindrome de inmunodeficiencia humana adquirida. VIH: virus de la
inmunodeficiencia humana; IU/mL: unidades internacionales/mililitros; cells/mL: células/mililitro; 1L28B: interleuquina
28B; KIR: k killer-cell immunoglobulin-like receptors.

*Clasificacién en base a las recomendaciones del Centro para el Control y Prevencién de Enfermedades (CDC)
(definiciones de casos de vigilancia revisado para la infeccién por VIH entre adultos, adolescentes y nifios <de 18 afios
y para la infeccion por el VIH y el SIDA entre los nifios de 18 meses a <13 afios- Estados Unidos, 2008. MMWR 2008;
57 (n RR-10): 1-14).

3.2. DESARROLLO DE TROMBOCITOPENIA DURANTE EL SEGUIMIENTO

El recuento de trombocitos basal medio fue de 190,000 (RIQ: 154,500-
212,000) cells/mL. A nivel global, el descenso plaquetario medio durante el

tratamiento fue:

e Semana 1: 40,000 (RIQ: 19,000-60,000) cells/mL.

Semana 2: 38,000 (RIQ: 8,000-61,000) cells/mL

Semana 4: 43,000 (RIQ: 30,000-93,000) cells/mL.

Semana 8: 64,000 (RIQ: 30,000-93,000) cells/mL

Semana 12: 60,000 (RIQ: 24,000-93,000) cells/mL

Durante las 12 primeras semanas de tratamiento, 20 (34.4%) pacientes
desarrollaron trombocitopenia. De estos, nueve (45%) la desarrollaron en la
primera semana, uno (5%) en la semana 2, cuatro (20%) en la semana 4, cinco

(25%) en la semana 8 y uno (5%) en la semana 12 del tratamiento. Tres



pacientes (5.8%) necesitaron ajuste de dosis de RBV. De estos, en uno se
redujo la dosis a la semana 4 y en los otros pacientes la reduccidn se hizo en la

semana 8.

De los 16 pacientes con cirrosis al inicio del estudio, 9 (56.2%) desarrollaron
trombocitopenia, comparado con los 11 (26.1%) de los 42 pacientes no
cirréticos (p=0.048). Un comportamiento similar se observo en los pacientes
diferenciandolos por su genotipo IL28B (CC: 36.4% vs no-CC: 33.3%; p=0.99).

3.3. VARIABLES ASOCIADAS AL DESARROLLO DE TROMBOCITOPENIA

De los KIR incluidos en el analisis (figura 13), solamente KIR2DS2 (figura
13d) se relacioné con el desarrollo de plaguetopenia secundaria al tratamiento
PEG-INF/RBV. En concreto los pacientes que no portaban el gen KIR2DS2,
desarrollaron con mayor frecuencia plaguetopenia, respecto a los que enfermos
portadores del mismo (KIR2DS2"9: 13/24 (54.2%); KIR2DS2Ps: 7/34, (22.5%);
p=0.012).

Mediante un ajuste logistico multivariante, la ausencia de KIR2DS2 (p=0.005),
junto al grado de cirrosis (p=0.04), fueron factores independientes asociados al
desarrollo de trombocitopenia (tabla 18). Estudiando de forma combinada el
grado de cirrosis y el tipaje KIR2DS2 de forma basal, la probabilidad de
desarrollar trombocitopenia secundaria al tratamiento es del 87% (7/8) en
pacientes cirréticos/KIR2DS2™9 (p=0.027; tabla 19). La probabilidad de estar
desarrollar plaquetopenia fue mayor en pacientes cirréticos con genotipo
KIR2DS2"9, que en los enfermos KIR2DS2P°¢ (long rank: p=0.008; figura 14).
El tiempo de aparicion de trombocitopenia en pacientes KIR2DS2"9 fue de 6.6
(RIQ: 5.7-9.43) semanas, respecto a las 10.3 (9.05-11.7) semanas en los
enfermos KIR2DS2"9. Por ajuste de regresion Cox multivariante, solo la
ausencia de KIR2DS2 se asocié con la plaguetopenia secundaria (p=0.007;
tabla 18).



Parametro Condicion B 95% IC p
Cirrosis Ausencia 0.457 0.217-0.963 0.04
Carga viral VHC basal | Logio IU/mL 1.345 0.367-4.933 0.655
KIR2DS2 Ausencia 6.31 1.747-22.799 | 0.005

Parametro Condicion HR 95% IC p
Cirrosis Ausencia 0.604 0.364-1.002 0.051
Carga viral VHC basal | Logio IU/mL 1.287 0.494-3.351 0.605
KIR2DS2 Ausencia 3.641 1.418-9.348 0.007

Tabla 18. Modelos de Regresion Logistico y Cox multivariantes, para el desarrollo de trombocitopenia secundaria al

tratamiento con PEG-INF/RBV. B: coeficiente de ajuste. IC: intervalo de confianza; p: p-valor; log: logaritmo; Ul/mL:

unidades internacionales/mililitro; HR: hazard ratio.

Presencia Presencia 2 (25) 0.021
Ausencia 7 (87.5)

Ausencia Presencia 5(27.7) 0.597
Ausencia 6 (37.5)

Tabla 19. Frecuencia de trombocitopenia secundaria durante tratamiento de 12 semanas con PEG-INF/RBV en

pacientes naive, segun estado cirrético y genotipo KIR. n: nimero de casos; %: porcentaje.
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DISCUSION



Estructuraremos la discusion en los siguientes apartados que
corresponden a los 3 objetivos planteados:

1. Valor predictivo de las moléculas HLA en la progresion de la fibrosis
hepatica en pacientes coinfectados por el VIH y VHC

2. Valor predictivo de las moléculas de HLA y KIRs en el desarrollo de
infeccion cronica del VHC tras una infeccibn aguda en pacientes
coinfectados por el VIH.

3. Influencia de los receptores KIRs en el desarrollo de trombocitopenia

secundaria a la administracion de IFN en pacientes coinfectados por
el VIH/VHC.



1. VALOR PREDICTIVO DE LAS MOLECULAS HLA EN LA PROGRESION
DE LA FIBROSIS HEPATICA EN PACIENTES COINFECTADOS POR EL
VIHY VHC
La fibrosis hepatica es uno de los parametros mas importantes en la

evaluacion y en el manejo de los pacientee con infeccion por el VHC. En la

epoca anterior al tratamiento con agentes de accién directa (AAD), el grado de
fibrosis era el criterio mas importante a la hora de decidir que pacientes debian
iniciar tratamiento anti-VHC. Tambien en los primeros afios de la era AAD, el
grado de fibrosis hepatica se utilizo como criterio de priorizacion para el inicio
tratamiento del VHC [30, 31].

En pacientes con grado bajo de fibrosis hepatica (FO-F1), diversos modelos
matematicos en los que se estimaba los afios y calidad de vida ganados,
demostraron una mayor efectividad del inico precoz de la terapia [189, 190,
191]. Sin embargo, también han sido comunicado estudios que utilizando una
metodologia similar han obtenido resultados contrapuestos [192, 193]. Por este
motivo con anterioridad a la era AAD y en los primeros afios de ésta, las guias
de practica clinica y documentos de consenso [30, 31], recomendaban
individualizar la decision de iniciar tratamiento en pacientes con bajo grado de
fibrosis. Uno de los factores a tener en cuenta a la hora de individualizar el
inicio de tratamiento en estos pacientes es el riesgo de progresion de la fibrosis
y de desarrollo de complicaciones.

En pacientes coinfectados VIH/VHC, la progresion de la fibrosis es mas
rapida que en pacientes monoinfectados por el VHC [194, 195]. Se han
realizado diversos estudios con el objetivo de identificar marcadores de
progresion de la fibrosis, tanto el enfermos monoinfectados por VHC [196, 197,
198, 199, 200, 201, 202] como en pacientes coinfectados por VIH/VHC [195,
203, 204, 205, 206]. Algunos estudios han encontrado una buena correlacién
entre el riesgo de progresion de la fibrosis y parametros bioquimicos, como los
niveles de transaminasas (especialmente ALT) [198, 200, 201], parametros
hematolégicos como el recuento de plaquetas o el tiempo de protrombina [198],
0 las caracteristicas histologicas de la biopsia hepética [199]. En pacientes



coinfectados por VIH/VHC, ademés de las anteriores, se han identificado otras
variables asociadas al risgo y velocidad de progresion de la fibrosis como el
uso o no de tratamiento antirretroviral (TAR) [195] y el recuento de linfocitos
CD4+. Asi, se ha demostrado que, recibir TAR y un recuento de linfocitos CD4+
superior a 350 cells/mL [203, 204] disminuyen el riesgo de progresion de la
fibrosis hepatica. En cambio, no recibir TAR, bajos recuentos de linfocitos
CD4+, niveles de GGT o ALT se asociaron a mayor riesgo de progresion de la
fibrosis [203-205]. Sin embargo, todos estos factores no son propios del
enfermo, sino de su enfermedad, y pueden variar segin el momento de la
enfermedad en que son evaluados. Por ello su valor puede ser limitado y la
interpretacion de los mismos en algunos casos contradictoria [206]. Ademas,
dificultades en la obtencién de la muestra (por ejemplo, hemdlisis) pueden
alterar de forma significativa el resultado de algunos de éstos factores,
especialmente los pardmetros bioquimicos (transaminasas, GGT o recuentos
celulares) [207, 208].

Frente a los marcadores comentados, los marcadores genéticos eliminan los
sesgos anteriores. No se ven influenciados por el estado del enfermo o por
manipulaciones defectuosas de las muestras, y son invariables durante todo el

curso de la enfermedad.

En la evolucion de la fibrosis hepética, la respuesta inmunolégica y la
inflamacion juegan un papel crucial [209, 210]. En ambas respuestas, las
moléculas HLA desempefian un rol central, tanto en la presentaciéon de
antigenos a células CD8+ [77] como en el control de las células NK [78]. No es
de extrafar por ello, que distintos genotipos de moléculas HLA, como HLA-
B*18, pueden dar lugar a diferentes perfiles inmunoldgicos que pueden influir

en la progresion de la fibrosis hepética en el contexto de la infeccién por VHC.

Estas moléculas han sido bien relacionadas con diferentes aspectos de la
infeccién por el VHC. Asi diferentes HLAs, como HLA-B*57 [211], HLA-A*1,
HLA-B*27, HLA-DRB1*01:01, HLA-DRB1*04:01, se han asociado a
aclaramiento del virus tras una infeccion aguda. Otros se han relacionado con
la probabilidad de alcanzar RVS, como los alelos HLA-Bw4 y HLA-C*1 [213] o



el alelo HLA-A*2 [214]. Sin embargo, estudios que evallen la relacién de estas
moléculas HLA con el grado fibrosis o el desarrollo de complicaciones
hepaticas son muy escasos y en su mayor parte adolecen de tener un disefio
transversal que impide se pueda valorar su papel progresién de la fibrosis
hepética [215-219]. En este sentido, Patel y colaboradores relacionaron el
genotipo HLA-B*18 con grado de fibrosis hepéatica de pacientes con infeccion
por VHC [218]. Estos resultados estan en consonancia con los hallados en
nuestro estudio. Sin embargo, por su disefio transversal, el estudio no pudo
evaluar la relacién de dicho genotipo con el grado de progresion de la fibrosis

hepatica.

En nuestro estudio identificamos el genotipo HLA-B*18 como un marcador
del riesgo de progresion de la fibrosis hepética, tanto a largo como a corto
plazo, en pacientes coinfectados por el VIH/VHC. Asi, el 31% de los pacientes
con HLA-B*18P°S presentaron progresion de la fibrosis desde FO-F2 a F3-F4
durante el primer afio de seguimiento. Este hecho no se produjo en ninguno de
los pacientes HLA-B*18"9. Del mismo modo al segundo afio de seguimiento, el
50% de los pacientes HLA-B*18P° progresaron de FO-F2 a F3-F4, frente al
11% de los pacientes HLA-B*18"9,

En una segunda fase del estudio evaluamos el valor predictivo de progresion
de la fibrosis hepatica del alelo HLA-B*18 en pacientes con fracaso terapéutico
previo. En este estudio observamos que el 81.1% de los enfermos que
portaban HLA-B*18P° presentaron progresion de la fibrosis hepatica frente al
38.9% de los pacientes HLA-B*18"¢9,

Ambos estudios adolecen de diversas limitaciones. En primer lugar, el
namero de pacientes evaluados es relativamente bajo. En segundo lugar, el
consumo de alcohol, un factor bien asociado con la progresion de la fibrosis
hepatica no fue identificado como factor de riesgo en ninguno de los estudios.
Esto podria ser debido al pequefio numero de pacientes con consumo
moderado o significativo de alcohol incluidos en los estudios (n =16 y 15,
respectivamente). Tercero, solo se incluyeron pacientes coinfectados VIH/VHC;

por lo tanto, los resultados no pueden ser extrapolados a pacientes



monoinfectados por el VHC. Por ultimo, estos resultados soélo se pueden aplicar
a la infeccion por el VHC y no en hepatitis crénicas u otras patologias que
cursan con fibrosis hepatica progresiva (por ejemplo, consumo de alcohol, la

esteatohepatitis no alcohdlica o enfermedad de higado graso no alcohdlica).

Los resultados de ambos estudios sugieren que los pacientes con
HLAB*18P° pueden constituir una poblacion con alto riesgo de progresion de la
fibrosis hepética a corto y medio plazo. Este hallazgo puede tener aplicabilidad
clinica en la decision del momento de inicicio del tratamiento del VHC en
pacientes coinfectados por VIH/VHC, especialmente en areas con recursos
limitados en las que el tratamiento del VHC no se recomienda de forma general
a todos los pacientes. Nuestros hallazgos sugieren que pacientes con
HLAB*18P° deberian ser tratados precozmente, o en su defecto deberian ser
evaluados de forma mas estrecha debido a mayor riesgo y velocidad de

progresion de la fibrosis hepatica.



2. VALOR PREDICTIVO DE LAS MOLECULAS DE HLA Y KIRS EN EL
DESARROLLO DE INFECCION CRONICA DEL VHC TRAS UNA INFECCION
AGUDA EN PACIENTES COINFECTADOS POR EL VIH.

La asociacion de los polimorfismos del gen de la IL28B con el aclaramiento
espontaneo del VHC ha sido ampliamente descrita es un hecho que apoya el
importante papel que el interferon lambda y la inmunidad innata juegan en la
respuesta frente al VHC [27, 220, 221, 22, 223]. La primera evidencia de esta
asociaciéon comunicada por Thomas y colaboradores [27], que demostraron que
los pacientes con el polimorfismo CC del gen IL28B tenian una mayor tasa de
aclaramiento espontaneo tras una infeccion aguda por VHC (53%) que aquellos
con los polimorfismos TT o CT de dicho gen (28%). Del mismo modo, Tillmann
y colaboradores [220] encontraron que el 64% de los pacientes con el genotipo
CC experimentaban aclaramiento espontaneo del virus, mientras que la tasa de
aclaramiento en los genotipos no-CC fue del 19%. De forma similar, Knapp y
colaboradores [221] mostraron una mayor frecuencia del genotipo IL28B-CC en
pacientes con aclaramiento espontaneo, que en aquellos con infeccién crénica
(69,7% y 43,6%, respectivamente). Por el contrario, el porcentaje de genotipo
IL28B no-CC fue menor en pacientes con aclaramiento que en aquellos con

hepatitis C crénica (30,3% y 56,4%, respectivamente).

A pesar de la fuerte asociacion del genotipo protector 1L28B-CC con el
control natural de la infeccion por el VHC, existe un considerable nimero de
pacientes que no son adecuadamente clasificados por este polimorfismo. Asi,
un 30-40% de los pacientes con el genotipo IL28B-CC desarrollaran una
infeccién cronica por el VHC. En contrapartida, aproximadamente el 20-40% de
los pacientes con un genotipo IL28B no-CC experimentaran aclaramiento

espontaneo del virus.

En nuestro estudio, el 61,6% de los pacientes con IL28B-CC presentaron
aclaramiento espontaneo del VHC mientras que el 38,4% desarrollaron
infeccidn cronica. Por esta razon, la valoracion aislada de los polimorfismos del

gen IL28B, no permite predecir el aclaramiento espontaneo o el desarrollo de



infeccion croénica tras una infeccién aguda por VHC, con el adecuado VPP o
VPN para que poder ser aplicado a la practica clinica habitual. Por ello, es
necesaria la identificacion de otros factores que contribuyan a aumentar la

capacidad predictiva de IL28B en este escenario.

Los complejos mayores de histocompatibilidad (MHC) de clase | tienen un
papel central en el control y evolucibn de la mayoria de enfermedades
inflamatorias e infecciosas [224, 225, 226]. Existen HLAs especificos que
pueden aumentar o disminuir la eliminacion de las células infectadas por el
VHC [100, 227, 228]. Se han descrito dos alelos HLA-B, HLA-B*27 y HLA-
B*57, asociados con el aclaramiento espontaneo del VHC. En primer lugar, dos
estudios [212, 229] mostraron la relacion de HLA-B*27 con el aclaramiento del
VHC. En otro estudio, sin embargo, esta asociacion se limitd6 solo a los
pacientes infectados con el VHC-genotipo 1 [230]. En segundo lugar, varios
estudios han comprobado la asociacion de HLA-B*57 el aclaramiento
espontaneo del VHC [211, 231], aunque esta asociacion no ha sido confirmada
por otros estudios [232]. También se ha demostrado que los alelos HLA-C
afectan la evolucion de la infeccibn aguda por VHC. Asi dos estudios
comprobaron una asociacién entre HLA-C*05 y el desarrollo de cronicidad.
[231, 233].

En nuestro estudio, comprobamos que la presencia de HLA-B*44 y HLA-
C*12 son factores independientes asociados con el desarrollo de infeccion
cronica por VHC, con una frecuencia de desarrollo de infeccion cronica en el
77,4% de pacientes con HLA-B*44 y en el 85,7% en los portadores de HLA-
C*12.

Diversos estudios han comprobado también la relacién genes KIR y la
evolucion de la infeccion aguda por VHC. Asi, Dring y colaboradores
demostraron que la frecuencia del receptor KIR2DS3 fue significativamente
mayor en pacientes en los que cronificaba la infeccion por VHC [111]. Del
mismo modo, De Re y colaboradores, también comprobaron que KIR2DS3 fue
el principal gen relacionado con el desarrollo de cronicidad [234]. En un

estudio en el que se evaluo el riesgo de transmision vertical del VHC la



presencia del gen KIR3DS1 se asocid con transmisision de la infeccion por
VHC. De modo que los hijos de madres portadoras de KIR3DS1 tenian un
mayor riesgo de infeccién crénica por VHC que los hijos de madres sin este
receptor (75% y 19%, respectivamente) [235]. Del mismo modo, en nuestro
estudio, se comprobé la presencia del receptor KIR3DS1 en el 86,2% de los

pacientes con infeccion cronica por el VHC.

La combinacion de marcadores inmunoldgicos para la prediccion del
aclaramiento espontaneo del VHC ha sido escasamente evaluada [212, 236,
237, 238, 239]. Mangia y colaboradores observaron que el genotipo IL28B-CC
en combinaciébn con el HLA-DBQ1*0301 aumentaba la precision de la
prediccién del aclaramiento del VHC de un 63% al 69% [236]. Del mismo modo,
Duggal y colaboradores observaron que la misma combinacion (HLA-
DQB1*0301 y IL28B-CC) aumentaba el valor predictivo de la 1L28B sobre el
aclaramiento del VHC del 45% al 60% [237]. Por el contrario, el estudio de
Huang y colaboradores [238] comprobdé que los alelos HLA-A*02 y HLA-
DRB1*1 no mejoraba significativamente el VPP para aclaramiento espontaneo
del VHC del IL28B-CC (57,0% a 57,8%).

En pacientes con infeccion aguda por VHC, puede resultar problematica la
decision de iniciar el tratamiento del VHC o retrasar el mismo hasta comprobar
que no se ha producido el aclaramiento de la infeccion. Esta ultima opcién
permitiria evitar la instauracion de un tratamiento potencialmente innecesario
[239]. En nuestro estudio, demostramos que la combinaciébn de tres
marcadores genéticos, HLA-B*44, HLA-C*12 y KIR3DS1, mejora el valor
predictivo negativo de los polimorfismos del gen de la I1L28B para el
aclaramiento espontaneo del VHC. En consecuencia, la consideracion del
polimorfismo no-CC de la IL28B junto con alguno o varios de los los siguientes
alelos HLA-B*44, HLA-C*12 y KIR3DS1, identifica a una poblacién de pacientes
en los que la probabilidad cronificacién tras una infeccion aguda por VHC es

muy alta.

En nuestro estudio proponemos el concepto Perfil Genético Desfavorable

(PGD) para aclaramiento espontaneo del VHC, para aquellos pacientes que



son portadores de al menos uno de dichos alelos (HLA-B*44, HLA-C*12 y
KIR3DS1). Por el contrario, proponemos el concepto de Perfil Genético
Favorable (PGF) para aclaramiento espéntaneo del VHC, para aquellos
pacientes que no son portadores de ninguno de dichos alelos (HLA-B*44, HLA-
C*12 y KIR3DS1). En nuestro estudio, ninguno de los pacientes con IL28B no-
CC y PGD (VPN: 100%) present6 aclaramiento espontaneo del VHC. Por otra
parte, el VPP para el aclaramiento espontdneo del VHC en pacientes
portadores de IL28B aumento significativamente (del 61% al 74,1%) cuando se
valor6 de forma combinada con la ausencia de HLA-B*44, HLA-C*12 y
KIR3DS1, es decir con un PGF. Al contrario, la presencia de PGD reduce
significativamente el VPP para aclaramiento espontaneo del VHC de IL28B-CC
(del 61% al 30.4%). La utilizacion de una bioherramienta que incluyera el
genotipo de IL28B y la presencia o ausencia de los genotipos HLA-B*44, HLA-
C*12 y KIR3DS1 podrian mejorar significativamente la capacidad predictiva de
la 1L28B para determinar la probabilidad de que un paciente con infeccion
aguda por VHC desarrolle cronicidad o alcance el aclaramiento espontaneo del
virus. En pacientes con alta probabilidad de cronificacién (IL28 no-CC y PGD)
seria innecesario esperar los 6 meses necesarios para diagnosticar una
infeccidn cronica por VHC y podria valorarse el inicio inmediato del tratamiento.
Por el contrario, en pacientes con alta probabilidad de aclaramiento espontaneo
favorables (IL28B CC genotipo y PGF) podria considerarse diferir el tratamiento

hasta confirmar o no el desarrollo de cronificacion.

Nuestro estudio tiene diversas limitaciones que deben ser tenidas en
cuenta al valorar sus resultados. En primer lugar, este estudio incluy6 solo
pacientes coinfectados con VIH/VHC por lo que los resultados no deben
extrapolarse a pacientes monoinfectados por el VHC. En segundo lugar, el
estudio no contempla toda la variedad de moléculas HLA (HLA-A y todos los
genotipos HLA-II). Por lo tanto, no se sabe el papel que puden tener el resto de
moléculas HLA. En tercer lugar, este estudio incluyé un namero relativamente
pequefo de pacientes. Por lo tanto, es posible que no tengan suficiente poder
estadistico para detectar asociaciones con otros alelos HLA y genotipos KIR.

Por ultimo, aunque los resultados de nuestro estudio podrian tener aplicabilidad



en la practica clinica habitual, sus hallazgos deben ser confirmados en nuevos
estudios que incluyan un mayor nimero de pacientes antes de ser trasladados

a la clinica.



3. INFLUENCIA DE LOS RECEPTORES KIRS EN EL DESARROLLO DE
TROMBOCITOPENIA SECUNDARIA A LA ADMINISTRACION DE IFN EN
PACIENTES COINFECTADOS POR EL VIH/VHC.

El mecanismo exacto por el que se produce la trombocitopenia durante el
tratamiento con interferon no es bien conocido. En el contexto de la infeccion
por el VHC, era en la era pre-AAD una complicacion comun y multifactorial
[240, 241]. Varios estudios han propuesto diferentes mecanismos responsables
de la trombocitopenia secundaria a PEG-INF como la inhibicion de los
megacariocitos, la generacién de una reaccién autoinmune o el secuestro de
plaquetas [240]. También aspectos derivados de la propia infeccién por el VHC
pueden estar implicados en la produccién de trombocitopenia. Asi, en
pacientes cirréticos se observa mayor incidencia de plaguetopenia. La
disfuncion del hepatocito por el desarrollo de fibrosis disminuye la produccion
de trombopoyetina, lo que disminuye la sintesis en médula Osea o el
hiperesplenismo, secundario a la cirrosis, son procesos que influyen en la

plaguetopenia [240, 241].

En nuestro estudio hemos observado que la ausencia del marcador genético
KIR2DS2, esta fuertemente asociada con el desarrollo de la trombocitopenia
durante el tratamiento con PEG-INF. La actividad citotoxica de las células NK
tiene un complejo sistema de control. Su actividad se ve modulada por la
interacciéon de los receptores del linfocito NK (KIR, receptores de citotoxicidad
natural o los receptores tipo lecitina) con los ligandos naturales (moléculas HLA
principalmente) en las células inmunoldgicas, tales como monocitos o células
dendriticas, y células no inmunoldgicas, como las plaquetas [242]. Aunque la
interaccién del linfocito NK con las plaquetas no ha sido bien estudiada, varios
estudios realizados tanto in vitro e in vivo (modelos en ratones) han
demostrado la interaccién entre células NK y plaguetas. Esta comunicacion
plaquetas-linfocito NK tiene un papel crucial en la progresion y prondstico de
varios tumores ya que permite el desarrollo de metastasis favoreciendo el

escape de la célula tumoral circulante del ataque del linfocito NK [243, 244,



245, 246]. La comunicacion entre las plaquetas y las células NK puede ser
directa, por union ligando-receptor, o indirecta, por la liberacién de quimiocinas
[243]. En la interaccidon directa, la activacion de las plaquetas al unirse a la
célula tumoral circulante, exponen en su superficie una serie de ligandos, como
son las moléculas HLA, que interactdan con los receptores de células NK, en
concreto las moléculas KIR, modulando la actividad tanto activadora e
inhibidora del linfocito NK [246, 247].

Esta bien documentado que el tratamiento basado en interferon disminuye el
recuento de plaquetas [248, 249]. Los resultados de nuestro estudio sugieren
que existe una interaccion entre los receptores plaquetarios y los receptores
KIR de las células NK que se activaria al afiadir interferébn exégeno como parte
del tratamiento del VHC. Otros estudios también han encontrado una fuerte
relacion entre los KIR, incluyendo KIR2DS2, y el desarrollo de trombocitopenia
[250, 251].

La identificacion de factores predictivos que permitan identificar subgrupos
de pacientes con alta o baja probabilidad de desarrollar trombocitopenia
pueden servir para optimizar el tratamiento de enfermedades en cuyo
tratamiento es necesario interferon. Asi, en primer lugar, en pacientes
infectados por el VHC, el principal factor asociado al desarrollo de
trombocitopenia es la propia fibrosis hepatica. Aquellos pacientes con cirrosis
hepatica son una poblacion con alto riesgo de desarrollar trombocitopenia
secundaria al tratamiento con interferén [252]. En nuestro estudio, la presencia
de cirrosis hepatica resultdé un factor independiente asociado con
trombocitopenia. Sin embargo, el 55% de los enfermos que desarrollaron
trombocitopenia no eran cirréticos. La utilizacion de la cirrosis como Unico
factor predictivo del desarrollo trombocitopenia secundaria al tratamiento con
interferén no clasificaria correctamente a la mayoria de los pacientes en riesgo
de sufrir dicho efecto adverso. Otro factor asociado al desarrollo de
trombocitopenia secundaria al tratamiento con interferon es un recuento basal
de plaquetas inferior a 150,000 cells/mL [253, 254, 255]. Hernos vy

colaboradores [253] observaron que los pacientes con recuentos basales



inferiores a 50,000 presentaban mayor riesgo de desarrollar plaguetopenia
grave, definida como cifras de plaquetas inferior a de 25,000 cells/mL durante
las primeras 12 semanas de tratamiento. Del mismo modo Lin vy
colaboraodores [254] observaron que los pacientes con recuentos basales de
plaguetas inferior a 100,000 cells/mL presentaban mayor probabilidad de
desarrollar plaquetopenia grave (<25,000 cells/mL) durante las primeras 12
semanas de tratamiento. Por su parte, Mira y colaboradores [255], encuentran
como factor independiente de desarrollar trombocitopenia secundaria un
contaje basal de trombocitos <175,000 cells/mL. En nuestro estudio, la utilidad
del recuento de plaquetas basal como factor predictivo del desarrollo de
trombopenia fue limitada, ya que el 34.4% de los pacientes que desarrollaron
trombocitopenia, presentaban recuento basal de plaquetas basal mayor de
130,000 cells/mL.

Por otro lado, se ha observado que la velocidad de disminucion de plaquetas
durante las primeras semanas después de iniciar el tratamiento con interferén
también es un factor predictivo del desarrollo de trombocitopenia [255]. Asi, un
descenso >30% del recuento de trombocitos en las dos primeras semanas del
tratamiento indicaba una alta probabilidad de sufrir trombocitopenia secundaria
al tratamiento con interferon. En nuestro estudio, el 50% de los pacientes que
desarrollaron plaquetopenia no mostraron un descenso significativo de
plaguetas en las 2 primeras de tratamiento, por lo que tampoco resulté util
como marcador predictivo. Ademas en la préactica clinica se requieren
marcadores que permitan conocer el riesgo de desarrollo de un efecto adverso

(como la trombocitopenia) antes del inicio del tratamiento.

En nuestro estudio hemos identificado un factor genético, el KIR2DS2, capaz
de predecir el desarrollo de la trombocitopenia secundaria a la administracion
de interferobn en pacientes con recuentos plaquetarios basales normales.
Ademas, la combinacion de este nuevo marcador con la presencia de cirrosis
hepatica, permitiria aumentar el valor predictivo para el desarrollo de
trombocitopenia al 87,5%. Nuestro hallazgo puede ayudar al disefio de una

bioherramienta predictiva que identificaria a pacientes con alta probabilidad de



desarrollar trombocitopenia secundaria a interferon, que podria ser de utilidad

clinica.

Nuestro estudio tiene diversas limitaciones que deben ser tenidas en cuenta
al valorar sus resultados. En primer lugar, el estudio fue disefiado como un
trabajo piloto para evaluar varios marcadores relacionados con las células NK y
su papel en el desarrollo de trombocitopenia secundaria a la administracién de
PEG-INF para el tratamiento enfermos coinfectados VIH/VHC. Por lo tanto, el
namero de pacientes incluidos en el estudio es relativamente bajo y no tiene
suficiente poder estadistico para identificar otros marcadores potenciales
relacionados con el desarrollo de trombocitopenia. En segundo lugar, el estudio
de los datos recogidos muestra asociacion entre KIR2DS2 y algunas variables
relacionadas con el desarrollo de trombocitopenia (especialmente el descenso
prematuro de plaguetas), pero no mostraron significacidn estadistica. El
aumento del tamafio muestral puede resolver este hecho. Por Ultimo, en
nuestro estudio se evalud el desarrollo de trombocitopenia secundaria en el
contexto del paciente coinfectado VIH/VHC. Asi, los resultados no pueden ser
extrapolados a otras situaciones clinica dénde el interferon es parte de la

terapia.



CONCLUSIONES

1.-Los pacientes coinfectados VIH/VHC, naive o que no ha respondido al
tratamiento con PEG-INF/RBV, que son portadores de alelo HLA-B*18

presentan alto riesgo de progresion del grado de fibrosis hepatica.

2.- Los genotipos HLA-B*44, HLA-C*12 y KIR3DS1, son marcadores
independientes del desarrollo de cronicidad tras una infeccion aguda por VHC

en pacientes con VIH.

3.- La valoracién combinada de los polimorfismos del gen de la IL28B y
genotipos HLA-B*44, HLA-C*12 y KIR3DS1 es una bioherramienta de muy alto
valor predictivo sobre aclaramiento espontaneo del VHC tras una infeccién

aguda

4.-Los pacientes coinfectados VIH/VHC no portadores del gen KIR2DS2
presentan alto riesgo de desarrollar trombocitopenia durante el tratamiento
con PEG-INF/RBV.
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