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Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1 VIRUS DE LA HEPATITIS C

El virus de la hepatitis C (VHC) pertenece a la familia Flaviviridae y es
el Unico miembro del género Hepacivirus. Fue identificado en 1989 (Choo vy
cols., 1989).

La infeccidn por el VHC es una enfermedad crénica comun que afecta
sobre 170 millones de personas en el mundo. En torno al 80% de estos
individuos evolucionaran a una infeccion cronica, 10-20% desarrollaran
cirrosis en un periodo de 20 afios y anualmente el 2% progresa a carcinoma
hepatocelular (CHC) (Wong y cols., 2006), siendo la indicacion mas comun
para el transplante hepatico (Lauer y cols., 2001).

Se trata de un virus recubierto y con un didametro aproximado de
55-60 nandémetros. Estd compuesto por una cadena de acido ribonucleico
(RNA) que contiene alrededor de 9600 nucledtidos, capaz de codificar el
precursor de un gran polipéptido virico de 3010 a 3033 aminoacidos con
regiones en los extremos 5° y 3" que no se traducen (UTR, regiones no
traducidas). La division de este polipéptido virico por la accion de proteasas
de la célula y del propio virus produce una serie de proteinas estructurales y
no estructurales. La cadena de RNA esta rodeada por el core (nucleocapside
icosaédrica o C) que, a su vez, esta cubierta por dos proteinas de la envoltura
(E1 y E2) con funcidn de anclaje de membrana (Reed y cols., 2000)
(Figura 1).

El grupo de las proteinas no estructurales estd formado por seis
integrantes (NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A y NS5B) y estan separadas de las
proteinas estructurales (C, E1 y E2) por un corto péptido de membrana (p7),
que parece ser una proteina que interviene en la maduracion y liberacion de

la particula virica (Tedbury y cols., 2011) (Figura 1).
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Gen RNA (+)
IRES [ ——

Regisns' UG Regién traducible Regién 3’
no traducida no traducida
(5 UTR) (marco de lectura abierto) (3' UTR)

Proteina

Figura 1. Organizacion gendmica del VHC. La region 5 UTR contiene cuatro dominios
altamente estructurados y la region de union al ribosoma (IRES). La region 3 UTR
contiene una region estable. La zona intermedia es la que codifica una poliproteina
que tras la accion de proteasas dara lugar a las proteinas estructurales (en azul) y no
estructurales (en naranja).

Las funciones de las proteinas no estructurales no han sido adn
totalmente aclaradas (Tabla 1). Por ejemplo, la NS5A se ha implicado en la
modulacion de la respuesta antiviral del huésped al tratamiento antiviral con
Interferén Pegilado (IFN-Peg) y Ribavirina (RBV) (kitamura y cols., 2010). En
concreto, se ha observado que la acumulacién de mutaciones en una
determinada region de NS5A, la conocida como ISDR (Interferon-sensitivity-
determining region) se relaciona con una mejor respuesta al tratamiento en
pacientes infectados por el genotipo 1b del VHC (Enomoto y cols., 1996; Lee
y cols., 2011). Ademas, la presencia de mutaciones en la regién PKRBD (RNA-
activated protein kinase binding domain) se ha relacionado con una buena

respuesta al tratamiento (Mufioz de Rueda y cols., 2008).
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Tabla 1. Funcidn de las proteinas estructurales y no estructurales del VHC.

Peso molecular

Proteina Funcién
(kDa)
C 21 Proteina de la nucleocapside
31-35 (21 sin i ]
El Proteina de la envoltura del virion

N-glucosilacién)

68-72 (36 sin i i
E2 i Proteina de la envoltura del virion
N-glucosilacion)

Viroporina (interviene en la maduracion

P7 7 i i B

y liberacion de la particula virica)
NS2 23 Componente de la proteasa NS2-3

Componente de la proteasa NS2-3,
NS3 70 i

serin-proteasa, NTPasa y helicasa
NS4A 8 Cofactor para la serin-proteasa NS3
NS4B 27 Desconocida

Parece intervenir en la patogenia de la
NS5A 58 lesién hepatica, de la esteatosis, del CHC

y en la resistencia al IFN

NS5B 68 RNA-polimerasa RNA dependiente (RdRp)

El genotipo del VHC es el factor predictivo basal mas importante para
la respuesta al tratamiento basado en IFN alfa. Se han descrito seis genotipos
mayores (del 1 al 6) y mas de 50 subtipos (Ej.: 1a, 1b, 2a...) del VHC. El
genotipo 1 es el mas comun en el mundo occidental, representando un
70-80% de los casos. Los mas frecuentes en Estados Unidos y Europa
occidental son el 1a y 1b, seguidos del genotipo 2 y 3.

Una de las caracteristicas mas importantes del VHC es la gran
variabilidad genética que presenta, es decir, el alto grado de heterogeneidad
en sus secuencias gendmicas. Esto da lugar a diferentes poblaciones
gendomicas conocidas como ‘“cuasiespecies”. Esta caracteristica tiene
implicaciones en la patogenia y persistencia del virus, disefio de vacunas,

seleccion de mutantes resistentes durante el tratamiento, y disefio e
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interpretacion de los métodos diagndsticos (Salmerdn y cols., 2006; Salmerdn
y cols., 2008).
La aparicion de mutaciones en el genoma viral surge como consecuencia

de varios procesos (Farci y cols., 2000; Le Guillou-Guillemette y cols., 2007):

* La rapidez de la replicacién viral y la incapacidad de la RNA polimerasa
viral para corregir errores introducidos en el genoma del VHC. De forma
que el VHC circula en forma de cuasiespecies, parte de las cuales pierden
su capacidad de replicacion (“catastrofe de error”), pero el resto transmite

la nueva informacion genética a su progenie.

= La presién inmunoldgica del paciente también provoca la aparicion de
distintas poblaciones virales dentro de un mismo individuo, lo que
condiciona que la enfermedad evolucione hacia la cronicidad. Este proceso
suele ocurrir en los primeros estadios de la infeccion, esto es antes de

comenzar con el tratamiento antiviral.

= La presion de la terapia antiviral induce la aparicion de mutaciones. Por
un lado, favoreciendo la aparicion de cuasiespecies resistentes al
tratamiento y, por otro, como mecanismo para impedir la replicacion viral.
De hecho una de las hipdtesis del mecanismo de accion de la RBV es que
actla como un factor mutagénico de RNA, provocando la llamada
“catastrofe de error” en las particulas virales (Lau y cols., 2002; Chung y
cols., 2008).

1.2 EPIDEMIOLOGIA Y VIAS DE TRANSMISION

Se calcula que la prevalencia de la infeccidén por VHC es del 3% de la
poblacidn mundial y que existen unos 170-240 millones de personas
portadoras de este virus. Hay una considerable variacion geografica y
temporal de la incidencia y prevalencia del VHC y se pueden establecer tres
patrones de transmisién. En los paises con el primer patrén (EEUU, Australia)
la mayoria de las infecciones se encuentran entre las personas de 30 a
49 anos lo que indica que el riesgo de infeccidn fue mayor en el pasado
reciente (10-30 anos). En el segundo patron (Japdn, Italia) la prevalencia es

mayor en personas de edad mas avanzada en consonancia con que el riesgo
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de transmision del virus fue mayor en una época mas remota (mas de 30
afios). En los paises con el tercer patron (Egipto) las altas tasas de infeccién
se observan en todas las edades, lo que significa un riesgo de contagio del
VHC permanente. En los paises con el primer patron el uso de drogas
inyectables ha sido el factor de riesgo predominante para la infeccion por el
virus, mientras que en aquellos con el segundo o tercer patrén lo ha sido la
utilizacion de inyecciones y material contaminado (Wasley y cols., 2000).

En Espafia la prevalencia se sitla entre el 1.6-2.6%, lo que permite
una estimacion de 480.000-760.000 infectados crénicos por el VHC (Bruguera
y cols., 2006a). La principal via de transmision es la parenteral siendo los
riesgos mas importantes para la transmisién la transfusion de sangre antes de
1990 (cuando se instaura el cribado anti-VHC [anticuerpos frente al VHC] de
los donantes), el uso de drogas por via intravenosa y las actividades sexuales
de alto riesgo (Terraul, 2002; Pomper y cols., 2003), mientras que la
exposicidon ocupacional, la hemodidlisis, la exposicion intrafamiliar, la
transmisién vertical y el uso de cocaina intranasal entrafian un riesgo mas
bajo. Los trabajadores sanitarios constituyen un grupo de riesgo, pudiendo
llegar al 10% la incidencia de infeccidén tras un pinchazo accidental (Murphy y
cols., 2000).

1.3 MANIFESTACIONES CLINICAS E HISTORIA NATURAL

En la mayoria de los casos, la hepatitis C aguda es asintomatica vy
anictérica. Tan sélo en menos del 25% es clinicamente evidente y puede
manifestarse en forma de ictericia o como sintomas inespecificos, como
astenia, nauseas, vomitos (Hoofnagle, 2002). La hepatitis C fulminante es
poco frecuente.

El periodo de incubacién es por término medio de unas 8 semanas,
pudiendo variar entre las 2 y las 28. En aproximadamente el 15% de los
pacientes con hepatitis C la infeccion es autolimitada, definiéndose la
resolucién completa como la ausencia de RNA-VHC en suero y la
normalizacién sérica de los niveles de transaminasas. Varios trabajos
recientes estan estudiando los factores que determinan esta eliminacion del

virus, la aparicion de ictericia en la fase aguda y el sexo femenino son algunos
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de los factores predictivos de curacion tras una hepatitis aguda (Gerlach y
cols., 2003; Micallef y cols., 2006).

En torno al 80% restante de estos individuos evolucionaran a una
infeccion crdnica, definida por la persistencia del RNA-VHC durante un periodo
superior a 6 meses tras el comienzo de la infecciéon. 10-20% desarrollaran
cirrosis en un periodo de 20 afos y anualmente el 2% progresa a CHC (Wong
y cols., 2006).

Los factores asociados a la progresion de la hepatitis crénica C (HCC)
son la edad en el momento de la infeccion (>40 afios), el sexo masculino, el
consumo de alcohol, el hierro, el trasplante hepatico, factores metabdlicos,
coinfeccién con otros virus (VHB, VIH) asi como el nivel elevado de
transaminasas (Ghany y cols., 2003; Feld y cols., 2006) (Figura 2).

Varoén, edad infeccion >40,
ingesta alcohol, coinfeccidon
VHB/VIH, t transaminasas

AN
- 80% \10-20% 1-4%/afio
Hepatitis Hepatitis Cirrosis Carcinoma
aguda crénica hepatica hepatocelular
159% )
Resolucion
espontanea

Figura 2. Historia natural de la infeccién por el VHC.

En cuanto a las manifestaciones extrahepaticas, éstas se resumen en
la tabla 2.
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Tabla 2. Manifestaciones extrahepaticas de la hepatitis C.

Afectacion de la piel

Afectaciones neurolégicas

Purpura
Fendmeno de Raynaud

Vasculitis cutanea
Liquen plano
Psoriasis

Porfirio cutédnea tarda

Prurito

Neuropatia sensorial

Neuropatia motora

Otras

Afectaciones reumatoldgicas

Hipertension arterial
Glomerulonefritis
Grioglobulinemia mixta esencial

Enfermedades tiroideas

Artralgia Linfoma B no Hogdkin

Artritis reumatoide Diabetes mellitus

Mialgias Fatiga

1.4 DIAGNOSTICO

Los métodos de diagndstico disponibles en la actualidad son los
analisis seroldgicos (anti-VHC, transaminasas), para el cribado y diagnoéstico
inicial; y los estudios viroldgicos para confirmar la infeccién y vigilar la
respuesta al tratamiento (genotipo del VHC, RNA-VHC) (Pawlotsky, 2002).

El estudio de la infeccidn se realiza inicialmente a través de la
deteccion de anti-VHC mediante inmunoanalisis enzimatico (EIA). Se han
desarrollado tres generaciones de EIA de sensibilidad creciente y los de
tercera generacion son capaces de detectar anticuerpos frente a diferentes
antigenos del virus 7-8 semanas después de la infeccidn, con porcentajes de
sensibilidad y especificidad del 99% (Takedai y cols., 2008). Aln asi estos
ensayos presentan limitaciones relacionadas con el agente y la condicidn del

huésped:

a) No permite discriminar entre los sujetos con infecciéon aguda, crénica o
pasada porque los anticuerpos permanecen de por vida en los pacientes
crénicos y mas de 18-20 anos en aquellos que se curan, ya sea de forma

espontanea o tras tratamiento antiviral.
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b) Seroconversidn tardia, no permite la deteccién precoz de una infeccidn

aguda.

c) Falsos positivos en poblacién sana de bajo riesgo como donantes de

sangre y pacientes con autoinmunidad.

d) Falsos negativos en pacientes en hemodialisis o con inmunodeficiencia

(VIH, tratamiento inmunosupresor) (Kalantar-Zadeh y cols., 2005).

e) No discrimina entre una infeccion del recién nacido y los anticuerpos

maternos.

La detecciéon de RNA-VHC por amplificacion mediante la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) o amplificacion mediada por la transcripcidon
(TMA), proporciona evidencia de infeccién activa por el VHC. Por lo tanto, el
estudio del RNA por PCR estard indicado en todo sujeto anti-VHC positivo y
en los casos de dudas diagndsticas anteriormente descritos. Ademas, por su
alta sensibilidad (PCR detecta hasta 50 UI/ml y TMA 10 UI/ml) es de utilidad
para la deteccién precoz de la infeccién (Chevaliez y cols., 2009).

La cuantificacion del RNA-VHC es especialmente Uutil para el
seguimiento de la respuesta al tratamiento antiviral. De manera que antes de
comenzar la terapia se debe realizar la determinacion del genotipo y del
RNA-VHC, para evaluar mejor la probabilidad de respuesta (Scott y cols.,
2007). Sin embargo esta determinacidn cuantitativa no tiene valor en cuanto
al prondstico ni a la evolucidon de la infeccion.

Hay varios métodos para determinar el genotipo del VHC, dos de ellos
utilizan la amplificacion con PCR de la region 5 UTR, permitiendo diferenciar
los 6 genotipos (Pawlotsky, 2002).

1.5 TRATAMIENTO DE LA HEPATITIS CRONICA C (HCC)

La terapia mas efectiva en la actualidad para el tratamiento de la
infeccion cronica por VHC es INF-Peg mas RBV. Ensayos controlados
aleatorizados han demostrado tasas de respuesta viroldgica sostenida (RVS)
de 54%-83% dependiendo del genotipo viral (Fried y cols., 2002).
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1.5.1 CANDIDATOS AL TRATAMIENTO

La decision de tratar a un paciente con HCC se basa en varios
factores, incluyendo la historia natural de la enfermedad, el estadio de fibrosis
y la eficacia y los efectos adversos relacionados con el tratamiento. La terapia

generalmente se considera apropiada en pacientes (Ghany y cols., 2009):

* Edad 18 afios 0 mas.

= RNA-VHC detectable en suero.

= Biopsia hepatica con hepatitis crénica y fibrosis significativa.

= Enfermedad hepatica compensada: bilirrubina total suero <1.5 g/dl,

INR <1.5, albumina >3.4 g/dl, plaquetas >75.000 células/mm? y sin

encefalopatia ni ascitis.

= Indices hematoldgicos y bioquimicos aceptables: hemoglobina >13 g/dl
(hombres) y >12 g/dl (mujeres), neutrdfilos >1.500 células/mm?,

creatinina <1.5 mg/dL.
= Aceptan el tratamiento y se ajustan a los requisitos.

* No tienen contraindicaciones para el tratamiento.

Factores adicionales tales como el consumo de alcohol o de drogas, la
enfermedad renal crdénica o el trasplante hepatico previo, se deben de tener
en cuenta a la hora de decidir si se inicia la terapia antiviral. El tratamiento
también puede ser considerado en pacientes que no responden o con recaida
tras recibir IFN estédndar (con o sin RBV) o IFN-Peg en monoterapia, biopsia
hepatica sin fibrosis o sdlo con fibrosis leve, hepatitis C aguda, etc (Bruguera
y cols., 2006b).

En general como criterios de exclusidn: depresion grave no
controlada, transplante de rifion, corazéon o pulmodn, hepatitis autoinmune,
patologia tiroidea no tratada, enfermedad grave concomitante (como
hipertensidon grave, insuficiencia cardiaca, enfermedad arterial coronaria,
diabetes mal controlada, enfermedad pulmonar obstructiva), hipersensibilidad
conocida a INF y/o RBV, menores de dos afios y mujeres embarazadas (la
RBV posee efectos teratogénicos y embriotoxicos) (Seef y cols., 2002).
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1.5.2 INTERFERON PEGILADO (IFN-PEG)

Los IFNs son proteinas 6 glicoproteinas producidas por distintos tipos
celulares como respuesta a un estimulo, sobre todo a una infeccion virica. El
INF alfa es un polipéptido no glicosilado producido por monocitos, leucocitos y
linfocitos B como respuesta a infecciones viricas. Es una parte importante de
la respuesta inmune antiviral innata y también juega un papel relevante en la
respuesta inmune adaptativa (Hoofnagle y cols., 2006).

El INF alfa tiene una potente actividad antiviral directa (Figura 3), ya
que se une a receptores de la superficie celular activando una cascada de
respuestas que culmina en la expresién de multiples genes denominados ISGs
(interferon-stimulated genes), algunos de los cuales bloquean la sintesis de
proteinas virales, inhibiendo la replicacidon viral. En esta ruta intervienen de
manera acoplada las proteinas JAK-1 (Janus-activated kinase-1) y Tyk2
(tyrosine kinase-2). La accién de las kinasas fosforiladas resulta en la
activacion de proteinas STAT-1 y STAT-2 que son traslocadas al nucleo y
ejercen su accion incrementando la transcripcion de ISGs que codifican
proteinas con actividad antiviral (adenosin deaminasa, PKR [proteina kinasa
R] y 25 oligoadenilato sintetasa). También produce una desestabilizacion del
RNA viral (Gale, 2003; Ji y cols., 2003).

Ademas de sus efectos sobre el sistema inmune innato, el INF alfa
interactla con el sistema inmune adaptativo. Los INF Tipo-1 promueven la
proliferacién de células T memoria, previenen la apoptosis de las células T,
estimulan la activacion de las células Natural Killer (NK) y la maduracion de
células dendriticas. También aumentan la produccion del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC) de clase I y de clase II y quizds promuevan un
fenotipo T-helper-1 (Thl) en lugar de un fenotipo T-helper-2 (Th2). Todas
estas acciones contribuyen a prevenir el “agotamiento” inmunoldgico vy
favorecen que haya una respuesta inmune adaptativa especifica contra el VHC
(Tilg, 1997; Feld y cols., 2005).
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Figura 3. Mecanismos de accion propuestos del INF alfa contra el VHC. (Imagen de
Hoofnagle y cols., Hepatology 2002).

Un avance reciente en el tratamiento de la hepatitis C fue el desarrollo
de un INF de accion prolongada, el INF-Peg que tiene la ventaja de que se
administra una vez a la semana. Estad producido por la unién covalente de
polietilenglicol a la molécula de INF, lo cual reduce su velocidad de absorcién
tras su administracion subcuténea, reduce el aclaramiento renal y celular, y
disminuye la inmunogenicidad de la proteina (Shiffman, 2001).

Hoy en dia hay dos formulaciones de INF-Peg aprobadas para el
tratamiento de la HCC: alfa-2a (Pegasys®, de Roche) y alfa-2b (Peg-intron, de
Schering-Plough). Han sido varios los estudios que comparan la eficacia de
ambos combinados con RBV. Uno sistematico realizado por Cochrane sobre
ensayos clinicos aleatorizados en los que se comparaban los dos tipos de INF-
Peg con respecto a las tasas de RVS, confirmd las ventajas del alfa-2a,
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mientras que el tipo e incidencia de efectos adversos fueron muy parecidos en
ambas pautas de tratamiento (Awad y cols., 2009; Ascione y cols., 2010)
(Figura 4).

Ademas de las formulaciones de INF-Peg alfa, una formulacion de INF
lambda se ha desarrollado y estd siendo estudiada en pacientes con VHC.
Debido a que el receptor INF lambda-1 tiene una distribucion mas limitada

que el alfa, quizas tenga menos efectos adversos (Muir y cols., 2010).
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1-1.2g RBV placebo 1-1.2g RBV
Figura 4. Tasas de RVS con INF-Peg alfa-2a o alfa-2b y RBV en funcion del genotipo

viral.

1.5.3 RIBAVIRINA (RBV)

La RBV es un analogo de nucledsido (guanosina) que se administra
por via oral variando la dosis en funcion del peso. La RBV, que no reduce
significativamente la carga viral (CV) del VHC cuando se usa en monoterapia, es
capaz de aumentar las tasas de RVS cuando se combina con IFN-Peg y

ademas reduce la inflamacion hepatica (Jain y cols., 2010).
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Los mecanismos propuestos para explicar el efecto sinérgico de RBV
cuando se administra con INF son (Lau y cols., 2002; Chung y cols., 2008)
(Figura 5):

a) Potenciacion de la inmunidad celular del huésped frente a las infecciones

viricas.

b) Efecto antiproliferativo de la RBV sobre los linfocitos gracias a la
inhibiciéon de la enzima iosina monofosfato deshidrogenasa (IMPDH) del
huésped que limita la sintesis de guanosina trifosfato (GTP), lo cual

disminuye la sintesis de acidos nucleicos (Mori y cols., 2011).

c) Inhibicién directa de la replicacion del VHC, gracias a que produce una
sintesis anormal del extremo 5 del ARN que altera la transcripcion viral y

suprime la actividad de la polimerasa viral.

d) Accién mutagenica para el RNA-VHC que empuja al VHC a la "catastrofe

de error", ya que la alta tasa de mutacién reduce su infectividad.

Sin embargo, en los estudios clinicos, aunque normaliza los niveles de
alanina aminotransferasa (GPT), no modifica la viremia, por lo que se postula
que pudiera actuar mediante un mecanismo inmunomodulador. Este efecto
también se ha comprobado “in vitro”, ya que favorece la inmunidad del
huésped frente al VHC potenciando una respuesta Thl frente a Th2 con
aumento de citoquinas (IFN-gamma, TNF-alfa, IL-29) que aumentan la lisis de
los hepatocitos infectados y reduce la produccién de viriones (Feld y cols.,
2005).
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Figura 5. Mecanismos de accién propuestos de la RBV frente al VHC. GMP monofosfato
de guanosina; GTP, guanosina trifosfato; IMPDH, inosina monofosfato deshidrogenada;
RDP, difosfato de RBV,; RdRp, RNA-polimerasa RNA dependiente; RMP, monofosfato de

RBV; RTP, trifosfato de RBV,; Thl, T helper 1 y Th2, T helper 2.

1.5.4 RESPUESTA AL TRATAMIENTO

El tratamiento con IFN produce una disminucién bifasica de la CV

(Layden-Almer y cols., 2003; Layden-Almer y cols., 2006) (Figura 6):

- En una primera fase, durante las primeras 24 horas tras
administracion del INF, se observa una rapida disminucion de la CV

gue es dosis dependiente (Guo y cols., 2001). Es debida a la inhibicién

directa del IFN de la replicacién viral. Esta disminucién se observa

tanto en los pacientes que al final del tratamiento conseguiran una

RVS como en los que no (Swain y cols., 2007).
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- La sequnda fase se inicia 24-48 horas después del inicio del
tratamiento y en ella el descenso de la CV es mas lento. Esta
determinada tanto por la tasa de mortalidad de las células infectadas
(mediante la accion de la respuesta inmune especifica) como por la
capacidad del IFN de inhibir la replicaciéon viral (Frese y cols., 2001).
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Figura 6. Disminucién bifasica del RNA-VHC al inicio del tratamiento. Con una primera
fase de descenso rapido de la CV en las 24 horas iniciales, seguido de una segunda fase
mas lenta y mantenida.

La forma de evaluar la efectividad del tratamiento del VHC es viendo
la respuesta viroldgica a la terapia, esto es la determinacidn en suero del
RNA-VHC. La prediccién de la RVS ofrece numerosas ventajas, ya que ayuda a
seleccionar los pacientes e individualizar los regimenes de tratamiento, lo que
permite optimizar resultados y reducir costes. Es por ello por lo que a la hora
de iniciar un tratamiento antiviral es preciso elaborar una estrategia
terapéutica en funcion de una serie de factores, algunos de los cuales
dependen del propio virus (como el genotipo y la CV) y otros exclusivamente
del paciente (estadio de la fibrosis, estado inmunitario, edad, raza y factores
asociados con el sindrome metabdlico).

Hay que tener en cuenta el genotipo, ya que los pacientes con
genotipos 2,3 reciben tratamiento durante 24 semanas y dosis de RBV de 800
mg/dia, mientras que los genotipos 1,4 entre 1000-1200 mg/dia de RBV
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segln peso (<75 kg: 1000 mg y >75 kg: 1200 mg) y la duracion del

tratamiento es de 48 semanas. Hay una serie de fechas clave en el

seguimiento del tratamiento antiviral, aqui se exponen para los genotipos 1 ¢
4 (Figura 7):

30

Evaluacion de la respuesta tras 4 semanas de tratamiento: la
respuesta viroldgica rapida (RVR) a la semana 4 de tratamiento se ha
reconocido como wuno de los factores predictivos de RVS
independientes mas importantes (Herrmann y cols., 2003). Consiste

en la negativizacion del RNA-VHC en este periodo del tratamiento.

Evaluacion de la respuesta tras 12 semanas de tratamiento:
durante muchos afios la respuesta viroldégica precoz (RVP) se ha
utilizado como el principal factor para tomar decisiones acerca del
tratamiento. Aquellos pacientes con descenso del RNA-VHC =2 log;g
UI/ml (100 veces) del basal a la semana 12 de tratamiento se
conocen como RVP parcial, se les reevalua a la semana 24. RVP
completa son aquellos con CV indetectable a la semana 12 y se les
valorara a las 48 semanas. Por ultimo los respondedores nulos (NR)
son los que presentan una caida de menos de 2 logaritmos en los

valores de RNA-VHC durante las 12 primeras semanas de tratamiento.

Evaluacion de la respuesta tras 24 semanas de tratamiento. Se
suspende el tratamiento en los sujetos que presenten RNA-VHC
detectable.

Evaluacion de la respuesta a las 48 semanas de tratamiento.
Breakthrough aquellos con RNA-VHC indetectable a las 12 semanas de
tratamiento con un RNA-VHC detectable antes de finalizar el mismo.

Evaluacion de la respuesta a los 6 meses de finalizar el
tratamiento: lograr una RVS (RNA-VHC negativo) es sinénimo de
curacion. La recidiva se define como la negativizaciéon de la CV al
término del tratamiento con reaparicién del RNA-VHC en el control

semestral.
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Figura 7. Resumen de las fechas clave en el seguimiento del tratamiento antiviral. -vo:
CV indetectable; +vo: CV detectable. RVR, respuesta viroldgica rapida; RVP, respuesta
virolégica precoz; NR, respondedores nulos; respuesta viroldgica sostenida, RVS.
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En el presente estudio se han tenido en cuenta a los pacientes que no
responden finalmente al tratamiento (no-RVS), que incluyen: NR,
breakthrough y recidivas.

En pacientes con el genotipo 1 previamente no tratados (naive), el
tratamiento con IFN-Peg y RBV consigue una RVS del 50-55%. Los genotipos

2 y 3 alcanzan una RVS aproximadamente del 80% con menor tiempo de
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tratamiento (Hadziyannis y cols., 2004). Los no respondedores al tratamiento
con INF convencional en monoterapia o combinado con RBV presentan unas
tasas de RVS al tratamiento estandar actual de un 28 y 12% respectivamente
(Manns y cols., 2001). El cumplimiento terapéutico es fundamental en estos
pacientes, ya que si no reciben al menos el 80% de la dosis inicial la tasa de
RVS desciende de forma significativa. La tendencia actual es a individualizar el
tratamiento, ya que el beneficio no solo es en el coste, sino también favorece

la adherencia al tratamiento y la minimizacién de sus efectos adversos.

1.5.5 NUEVAS ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS

En la actualidad se estan desarrollando nuevos farmacos dirigidos a
diferentes dianas moleculares del VHC a los que se les ha denominado
antivirales directos. La mayoria se encuentran en diferentes fases de
desarrollo clinico, pero dos de ellos pertenecientes al grupo de inhibidores de
la serin-proteasa del VHC: boceprevir y telaprevir, ya han sido aprobados por
la agencias reguladoras tanto en EEUU como en Europa para administrarse en
combinacién con INF-Peg y RBV en triple terapia. Puesto que los nuevos
antivirales son activos Unicamente frente al genotipo 1, los pacientes con
genotipos 2, 3 y 4 continuaran siendo candidatos a tratamiento convencional
con INF-Peg y RBV, también se podra considerar esta opciéon en los de
genotipo 1 con factores predictores de buena respuesta (IL28B CC, CV
baja...) (Jensen, 2011).

El desarrollo clinico de telaprevir en fase III comprende tres estudios,
dos en pacientes naive ADVANCE e ILLUMINATE (Jacobson y cols., 2011;
Sherman y cols., 2011) y el tercero REALIZE que incluye pacientes no
respondedores (Zeuzem vy cols., 2011). El farmaco se administra por via oral,
tres veces al dia, recibiendo la triple terapia durante 8-12 semanas, con tasas
de RVS 69-75% vy recidivas en torno al 9%. Los estudios de fase III de
boceprevir se disefiaron con una fase inicial de 4 semanas de Jlead in
recibiendo en ella sélo INF-Peg y RBV, en pacientes naive el estudio SPRINT-2
(Poordad y cols., 2011) y en no respondedores RESPOND-2 (Bacon y cols.,
2011). El fd&rmaco se administra también por via oral, tres veces al dia, con

tasas de RVS 63-66% Yy recidivas en torno al 9%.
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Los principales problemas de la triple terapia son una mayor tasa de
efectos adversos, el riesgo de desarrollar resistencias (intra-grupo o con
medicamentos de grupos moleculares distintos) y el elevado coste. Se

necesitaran futuros estudios para aclarar todas estas cuestiones.

1.6 FACTORES PREDICTIVOS DE RESPUESTA AL TRATAMIENTO
ANTIVIRAL

Mas de 30 indices se han propuesto como "predictores" de la

respuesta al tratamiento con IFN (Shiratori y cols., 2000):

1.6.1 RELACIONADOS CON EL VIRUS

> CARGA VIRAL (CV): Aunque la cuantificacion del RNA viral no ha

demostrado ser un factor predictivo para el desarrollo de lesion hepatica

asociada al VHC o de progresién de la enfermedad, la evaluacién de la CV
antes, durante y tras el tratamiento es una importante herramienta para
predecir los resultados del mismo. Una baja CV basal (<600000-800000
UI/ml) ha demostrado ser un factor predictivo de RVS independientemente
del genotipo viral en numerosos estudios (Shiratori y cols., 1999; Ghany y
cols., 2009).

» GENOTIPO VIRAL: En numerosos estudios el genotipo 1b del VHC se
ha mostrado como factor de mal prondstico respecto al resto de genotipos y
se ha relacionado con una peor evolucidén de la infecciéon (Ghany y cols.,
2009). De hecho la tasa de RVS en los pacientes con genotipo 1 se estima en
torno al 40-50%, mientras que para los genotipos 2 y 3 es,
aproximadamente, del 80% (Fried y cols., 2002; Hadziyannis y cols., 2004;
Zeuzem y cols., 2004).

El genotipo es el factor que mas importancia tiene en el tratamiento,
tanta que, aunque la dosis de IFN permanece fija, la duracion del tratamiento
y la dosis de RBV variardan en funcién del genotipo. Las indicaciones
establecidas en cuanto a la dosis de RBV son: en aquellos pacientes con
genotipo 1 6 4 del VHC, entre 1000-1200 mg/dia segun peso (<75 kg,
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1.000 mg y >75 kg, 1.200 mg), y 800 mg/dia en los genotipos 2 6 3. La
duracién del tratamiento es de 48 semanas en los pacientes con genotipo 1 6
4 y de 24 semanas en aquellos con genotipo 2 6 3.

Los motivos de esta diferente sensibilidad al IFN seguln los genotipos no
se conoce bien. Se ha postulado que el genotipo 1 es distinto de los genotipos
2 y 3 en los sitios de corte de la ribonucleasa L, encargada de degradar el
RNA viral. Ademas, existe una region de 12 aminoacidos de la proteina E2 del
genotipo 1 que presenta una intensa homologia con el factor de iniciacién que
permite la actividad antiviral de la proteina PKR, lo que haria que el
genotipo 1 fuese mas resistente al efecto antiviral del IFN que los genotipos 2
y 3 (Gale y cols., 2005).

> CUASIESPECIES: Se ha descrito que las mutaciones de varias regiones

subgendémicas del VHC podrian influir en la respuesta al tratamiento con IFN.

Secuencias dentro de las regiones PKRBD, ISDR y regidn variable 3 (V3)
(Enomoto y cols., 1996; Sarrazin y cols., 2001; Macquillan y cols., 2004).

De hecho se ha demostrado que la presencia de mas de 4 mutaciones

en la region PKRBD es un factor predictivo de la RVS y RVP en pacientes con

HCC genotipo 1 y que han recibido tratamiento combinado con IFN-Peg y

RBV, aunque no lo es de la RVR (Muioz de Rueda y cols., 2008).

1.6.2 RELACIONADOS CON EL TIPO DE TRATAMIENTO

Aqui se incluyen la dosificacién seglin el peso de la RBV, la dosis,
duracion y tipo de INF, los efectos secundarios y la adherencia al tratamiento.

> ELECCION DEL TRATAMIENTO: el INF-Peg es superior al INF
estandar para el tratamiento de la infeccion crénica por el VHC. De las dos
formas disponibles los datos sugieren que las tasas de RVS son mayores en
pacientes tratados con INF-Peg alfa-2a (Awad y cols., 2009; Ascione y cols.,
2010). Ademas, el tratamiento combinado con INF-Peg y RBV es superior al
INF-Peg en monoterapia.
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> DOSIS DE RIBAVIRINA (RBV): ajustar la dosis segun el peso del

paciente mejora las tasas de respuesta. Esto fue probado mediante un ensayo

clinico que incluyd 5.027 pacientes asignados al azar a recibir INF-Peg alfa-2b
y RBV, como una dosis fija (800 mg/dia) o segun el peso (800 mg/dia
<65 kg, 1000 mg/dia 65-85 kg, 1200 mg/dia 85-105 kg y 1400 mg/dia
105-125 kg (Shiffman y cols., 2007).

> ADHERENCIA AL TRATAMIENTO: el cumplimiento de las dosis

prescritas de la terapia es un determinante importante de la RVS,

especialmente en pacientes infectados con el genotipo 1.

Sin embargo, los datos sobre el impacto de la reduccién/discontinuidad
de las dosis de INF-Peg y RBV son contradictorios. Una limitacion de los
estudios que analizan el impacto de las reducciones de dosis en la RVS fue
que se llevaron a cabo de forma retrospectiva con los datos de ensayos
clinicos que no fueron disefiados para evaluar el impacto de la adhesion.
Ademas, la mayoria de las "no-adherencias" fueron secundarias al protocolo
de reducciones de dosis en respuesta a la presencia de eventos adversos.
Puesto que esta informacion puede ser Util en el tratamiento de los pacientes
que recibieron INF-Peg y RBV para el tratamiento de la HCC, las limitaciones

de este tipo de analisis se deben tener en cuenta.

> EFECTOS SECUNDARIOS DEL TRATAMIENTO: pacientes que

desarrollan anemia durante el tratamiento parecen tener una mayor RVS.

Sulkowski y cols. (2010) incluyeron 3.023 pacientes con genotipo 1 naive que
recibieron terapia combinada, y observaron que aquellos en los que la
hemoglobina se redujo mas de 3 g/dL tenian mas probabilidad de alcanzar
una RVS que los pacientes cuya hemoglobina se redujo 3 g/dl o menos (44%
vs 30%). Mayores tasas de respuesta también parecen relacionarse con el
grado de reduccién en el peso corporal y la disminucién del recuento
plaquetario y de glébulos blancos durante el tratamiento (Lindsay y cols.,
2008).
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1.6.3 RELACIONADOS CON EL PACIENTE Y LA ENFERMEDAD

1.6.3.1 Edad, sexo, etnia

Las caracteristicas del paciente tales como mayor edad, sexo
masculino y raza (Africano o Hispano frente Caucasico o Asiatico) se han
asociado con peores tasas de RVS.

La raza es un importante predictor de la respuesta al tratamiento. Los
afroamericanos tienen menores tasas de respuesta que los blancos, y los
latinos tienen menores tasas de respuesta de los blancos no latinos (Muir y
cols., 2004; Rodriguez-Torres y cols., 2009). Estas diferencias pueden
explicarse, al menos en parte, por las variaciones en el gen IL28B, ya que
determinados polimorfismos de la IL28B estan diferencialmente representados
en los diversos grupos raciales. En un estudio de 1.137 pacientes tratados con
INF-Peg+RBYV, Ge y cols. (2009) encontraron que el polimorfismo de un Unico
nucleétido rs12979860 fue el mayor factor predictivo de RVS, por tanto el
polimorfismo de la IL28B ademas de explicar las diferencias en cuanto a la
RVS dentro de un grupo de poblacién, también lo hace entre grupos de
poblaciones de diferentes etnias (Figura 8).

African Americans

Figura 8. Representacion de la diferente distribucion de los genotipos de la IL28B segun la
raza y tasas de respuesta de cada uno de ellos. SVR, respuesta virolégica sostenida. (Datos
de Ge y cols., Nature 2009).
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1.6.3.2 Sindrome metabdlico

Al analizar la repercusion de los principales factores metabdlicos
implicados en la posibilidad de curacion de la hepatitis C, se ha encontrado
que el perimetro de cintura, la resistencia a la insulina, el indice de masa
corporal, la esteatosis y la fibrosis hepatica, asi como la hipertension arterial,
eran mas frecuentes en el grupo de no respondedores a la terapia antiviral
(Tarantino y cols., 2006). Todo ello avala que el sindrome metabdlico tiene un

papel fundamental en las posibilidades de curacién.

1.6.3.3 Fibrosis

La tasa de progresion de la fibrosis actia como un predictor
independiente de la respuesta en pacientes con HCC que reciben la terapia
antiviral. De hecho se han demostrado mayores tasas de RVS en fibrosadores

lentos que en los rapidos (Myers y cols., 2003).

1.6.3.4 Sistema inmune

La posibilidad de que pardmetros genéticos e inmunoldgicos puedan
predecir la respuesta al tratamiento ha despertado un gran interés. La
respuesta inmune a cualquier infeccion viral se compone de una respuesta a
cargo de células NK, polimorfonucleares y macréfagos que se activan de
forma no especifica y que proporcionan el tiempo suficiente a las células
presentadoras de antigeno (APC) para procesar las proteinas virales y
presentarlas a las células B, linfocitos Th (CD4+) y T citotdxicos (Tc, CD8+).
Los linfocitos Tc reconocen a los antigenos cuando estan asociados con
moléculas HLA (Human leukocyte antigen), genes que constituyen el MHC
(localizado en humanos en el cromosoma 6, donde se codifican tres grandes
grupos: HLA clase I, II y III).

Tras la activacion de receptores especificos de los linfocitos Th, estos
activan la diferenciacion de células B y estimulan a los linfocitos Tc especificos
contra el virus. Se distinguen dos tipos principales de células cooperadoras:

Thl y Th2. La presentacién de los antigenos virales por las APC a los linfocitos
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Th induce la diferenciacion de los Th1l en la infeccion temprana (mediada por
IL-12) y de las Th2 en la ultima etapa de la infeccién (mediada por IL-4). Las
células Th1l activas secretan citoquinas como IL-2, IFN-y TNF-a, que
producen: (a) la activacion de los linfocitos Tc, (b) el reclutamiento de células
NK y macréfagos hacia el sitio de la infeccidon, y (c) la eliminacion no litica del
virus de las células infectadas. Las células Th2 activadas liberan citoquinas
(IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13) que activan las células B antigeno especificas
para proliferar y diferenciarse en células B memoria y células secretoras de
anticuerpos especificos contra el virus (los anticuerpos especificos para VHC
son detectables entre las siete u ocho semanas después de la infeccidn)
(Lau y cols., 2002) (Figura 9).
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Figura 9. Activacion del sistema inmune tras una infeccion viral. APC, células
presentadoras de antigeno; Thn, células T helper CD4+; Bc, células B antigeno
especificas; M@, macréfagos;, CTL, células T citotéxicas (Imagen de Lau y cols.,
Hepatology 2002).
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Por tanto, una respuesta dominada por citoquinas de tipo Thl
favorece la inmunidad celular antiviral dirigida por las células Tc y NK,
mientras que una respuesta en la que predominan citoquinas Th2 inhibe la
respuesta Thl y favorece la produccion de anticuerpos por los linfocitos B. La
funcion de estos anticuerpos ha sido cuestionada porque no previenen la
reinfeccion, ademas varios estudios han puesto de manifiesto que el tipo de
citoquinas secretadas por las células CD4+ especificas desempenan un papel
relevante en la evolucién de la infeccién aguda. De manera que una respuesta
CD4+ caracterizada por la secrecidon de citoquinas Thl se asocia con la
infeccion aguda autolimitada, mientras que la secrecion de citoquinas Th2 se
asocia con el curso a la cronicidad (Tsai y cols., 1997).

La respuesta innata es la primera linea de defensa contra los
patdégenos desempefiando un papel clave las células NK. Las NK son linfocitos
derivados de la médula ésea que comparten un progenitor comun con las
células T, no expresan receptores especificos de antigenos en la superficie
celular y constituyen el 10-15% de todos los linfocitos circulantes (Caligiuri,
2008). Mientras que los linfocitos T y B se activan gracias a la deteccion de
antigenos como ya se ha comentado, las células NK estan reguladas por un
equilibrio de sefales intracelulares gracias a la presencia de receptores
activadores e inhibidores (MacFarlane y cols., 2006). Estas acttan
reconociendo las células anormales (tumorales o infectadas por virus) e
induciendo la apoptosis de la célula diana gracias a la secreciéon de granulos
citoliticos que contienen perforinas y granzimas, todo ello sin sensibilizacién
previa. También producen citoquinas inflamatorias (como IFN-y, TNF-a y
factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos) capaces de
inhibir la replicacion de patdgenos virales y activar la respuesta inmune
adaptativa (Wu y cols., 2003; Smyth y cols., 2005).

Las células NK poseen una variedad de receptores cuya funcion es el
reconocimiento e interacciéon con moléculas de clase I del MHC, también
conocidas como moléculas HLA clase I. Hay tres tipos de receptores que

reconocen moléculas HLA clase I (Torres-Garcia y cols., 2008):

1) Heterodimeros formados por la asociacion de dos moléculas con
dominio lectina tipo C, como son CD94 y NKG2, codificados por los genes del

complejo de receptores de células NK en el cromosoma 12p13.1.
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2) Pertenecientes a la superfamilia de las inmunoglobulinas, los KIRs
(killer cell Ig-like receptors), también conocidos como CD158 y codificados
por genes del complejo de receptores de leucocitos en el cromosoma humano
19g13.4

3) El tercer tipo también pertenece a la superfamilia de las
inmunoglobulinas, los ILTs 6 immunogloobulin like transcripts, codificados
por genes del complejo de receptores de leucocitos.

1.6.3.5 Factores genéticos del hospedador
A) MOLECULAS DE HISTOCOMPATIBILIDAD

> GENETICA Y ESTRUCTURA:

El MHC en humanos se localiza en el cromosoma 6, donde se hallan
codificados tres grandes grupos: HLA clase I, II y III. Las moléculas de clase I
y II intervienen en el reconocimiento inmunoldgico. A su vez los de clase I se
disponen en tres subregiones clasicas: HLA-A, -B y -C y los de clase II en las
subregiones -DP, -DQ y -DR. La region III contiene genes que codifican
proteinas del complemento: factor B, C2 y C4 y el citocromo P-450 y la
21-hidroxilasa (Figura 10).

Genes HLA r

Cromosoma &
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~~ &
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inmunoldgico

Figura 10. Genética del MHC. MHC, complejo principal de histocompatibilidad.
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La region genética de un cromosoma que contiene todos los genes
HLA (a excepcién de los que codifican la beta-2-microglobulina) se denomina
haplotipo. Asi pues, un haplotipo HLA incluye los genes de clase I, clase II y
otros loci que codifican moléculas implicadas en el procesamiento de péptidos
y posterior presentacién en la superficie celular.

Las moléculas HLA de clase I se hallan constituidas por dos cadenas
polipeptidicas: una cadena pesada a, de mayor tamano, glicosilada, que se
encuentra asociada mediante interacciones no covalentes a una cadena ligera,
la B-2-microglobulina que es idéntica en todos los individuos de la misma
especie y se expresa en el cromosoma 16, por tanto, no es polimoérfica en el
hombre. La cadena pesada a es altamente variable entre individuos de la
misma especie, siendo la responsable del polimorfismo de estas moléculas. En
ella se distinguen tres zonas: una extracelular de mayor tamafio en la que se
encuentran los determinantes antigénicos de la molécula, una pequefa regién
transmembrana, y una regidn intracitoplasmatica. La zona extracelular se
halla organizada en tres dominios denominados a-1, a-2 y a-3 mantenidos
por puentes intracatenarios. Los dominios a-1 y a-2 constituyen regiones de
contenido variable en aminoacidos mientras que el dominio a-3 es bastante

constante (Hassan y cols., 2011) (Figura 11).
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Figura 11. Estructura de las moléculas HLA clase I y II (Hassan y cols., 2011).
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Las moléculas HLA de clase II son glicoproteinas que se encuentran en
la superficie celular. Estan formadas por dos cadenas denominadas cadena a
6 pesada y cadena B 6 ligera, asociadas mediante interacciones de naturaleza
no covalente. Estan constituidas por dos dominios extracelulares, a-1 y a-2 y
B-1 y B-2 en cada una de ellas, un dominio transmembrana y otro
intracitoplasmatico (Figura 11).

> POLIMORFISMOS DE HLA:

El MHC es poligénico y los genes que lo constituyen son codominantes y
polimorficos, esto es que cada locus concreto del complejo MHC posee multitud
de variantes alélicas dentro de las poblaciones naturales de cada especie.

Cada individuo hereda un juego de MHC del padre y otro de la madre,
cada grupo completo de alelos heredado de un progenitor se denomina
haplotipo, siendo los dos alelos de cada locus de expresion codominante. No
obstante existen zonas conservadas que son casi idénticas en todos los
individuos y otras altamente variables (Yunis y cols., 2003).

Se han descrito mas de mil alelos para HLA de clase I y mas de 500
para el de clase II. El polimorfismo se debe predominantemente a cambios
aminoacidicos en los dominios a-1 y a-2 de la cadena pesada, ya que el a-3 y la
region transmembrana son menos polimorficas. Dicho polimorfismo alélico es
muy importante ya que origina las diferencias de la respuesta inmune
restringida por HLA I. Por ejemplo la sustitucidon de algunos aminoacidos es
suficiente para alterar la serologia y el reconocimiento de las células T, esto
sugiere que las variaciones en las secuencias de aminoacidos de la zona de
union al antigeno son seleccionadas evolutivamente posiblemente porque
confieren una ventaja funcional para la respuesta inmune (Strominger., 2002).

El polimorfismo de las moléculas HLA es el resultado de un largo
proceso evolutivo ejercido por la presion de distintos agentes infecciosos que
han contribuido a la creaciéon de nuevos alelos. Algunos como resultado de
mutaciones puntuales, mientras que otros proceden de la combinacion de
secuencias completas entre diferentes alelos bien mediante recombinacion

génica, o por un proceso denominado conversion génica segun el cual una
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secuencia es reemplazada por otra semejante de un gen homdlogo (Shao y
cols., 2004).

> RELACION ENTRE HLA Y VHC:

La mayoria de las células infectadas por virus exhiben péptidos
antigénicos en la superficie de sus membranas plasmaticas asociadas al HLA,
que son reconocidos por las células Tc mediante su receptor TCR. De esta
forma se ha podido demostrar en animales que las células Tc que reconocen
un haplotipo HLA determinado son incapaces de lisar células que tienen un
haplotipo diferente, aunque esten infectadas por el mismo virus. Este
fendmeno se denomina citotoxicidad restringida por el haplotipo o restriccién
MHC.

No existen evidencias de que el VHC sea directamente citopatico. Por
el contrario, la patogénesis de la HCC esta mediada por los linfocitos Tc CD8+
que reconocen el complejo “antigeno viral-molécula HLA de clase 1" expresado
en la superficie de la célula diana, activandose y posteriormente destruyendo
las células infectadas por citolisis directa o mediante induccién de apoptosis.

Los genes HLA juegan un papel muy importante en la fisiopatologia de
la hepatitis C, ya que intervienen en la susceptibilidad a la enfermedad, en la
progresion de las lesiones y en la respuesta al tratamiento (Harris y cols.,
2008).

Hasta la fecha, lo mas estudiado ha sido la correlacién entre los alelos
HLA y el aclaramiento espontaneo de la hepatitis aguda C siendo muchos los
alelos HLA encontrados, en especial el DQB1*0301 y el DRB1*11. De hecho
hay un metandlisis publicado en el afio 2005 que demuestra que ambos alelos
estan relacionados con el aclaramiento viral espontaneo, siendo los mas
repetidos en distintas poblaciones (Hong y cols., 2005).

Se ha estudiado a nivel mundial si existe o no una asociacién entre las
moléculas HLA y la respuesta del tratamiento antiviral con IFN. No se ha
encontrado hasta la fecha una asociaciéon repetitiva y clara entre un
determinado alelo HLA y la respuesta, como ocurria en el caso del
aclaramiento viral espontaneo (DQB1*0301 y DRB1*11), y con resultados

contradictorios dependiendo de la raza que se estudie (Singh y cols., 2007).
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Por otro lado estos resultados varian en funcion de los genes evaluados vy el
método de genotipado. Unicamente el locus HLA-DR parece ser un factor
inmunogenético relacionado con la respuesta al tratamiento (Singh y cols.,
2007).

Ha sido publicado recientemente por nuestro grupo de investigacion
que el alelo HLA-DQB1*0301 se asocia significativamente con la RVS en

pacientes tratados con INF-Peg y RBV (Mufioz de Rueda y cols., 2011).

B) RECEPTORES KIRS

> GENETICA KIRS:

Los receptores KIRs pueden ser inhibidores o activadores de las
células NK y los genes que los codifican estan situados en el cromosoma 19
(19q13.4).

Se han identificado 14 genes altamente polimoérficos que codifican los
receptores KIRs: 2DL1, 2DL2, 2DL3, 2DL4, 2DL5, 3DL1, 3DL2, 3DL3, 2DS1,
2DS2, 2DS3, 2DS4. 2DS5 y 3DS1, incluyendo dos pseudogenes: KIR2DP1 y
KIR3DP1. Estos genes varian respecto a su presencia o ausencia entre los
diferentes haplotipos KIR creando gran diversidad en el nimero de genotipos
KIR de la poblacién.

En ocasiones es compleja la distincion entre el nimero de genes KIR
individuales y los alelos de un mismo gen, por ejemplo genes con nombres
distintos: KIR3DL1 y KIR3DS1 ahora se consideran alelos; lo mismo ocurre con
2DL2 y 2DL3, por lo que es frecuente referirse a estos genes como 2DL2/3 y
3DL1/S1 (Middleton y cols., 2009; Campbell y cols., 2011) (Tabla 3).
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Tabla 3. Tipos de genes KIRs y sus ligandos HLA clase I.

. N° de Gen Relacionado
ACCION KIRs alelos GRUPO HLA conservado Con
Inhibidora 2DL1 26 Cc2
Inhibidora 2DL2 15 cL, a'g“é‘os 2
Inhibidora 2DL3 11 C1, algunos C2 A_claramientq

y B viral espontaneo
Inhibidora/ 2DL4 27 G SI¥*kk
activadora
Inhibidora 2DL5A* 10 Desconocido
Inhibidora 2DL5B* 21 Desconocido
*k
Xk
*k
*k
Inhibidora 3pL1 59 Bw4, i'gunos
Inhibidora 3pL2 25 Algunos STekkk
alotipos A
Inhibidora 3DL3 56 Desconocido SIx**xx
Activadora 3DS1 16 Bw4x** Protector CHC
- 2DP1
- 3DP1 STx**%

* El gen KIR2DL5 estd duplicado y codificado por dos loci separados del grupo de genes del

complejo de receptores de leucocitos. ** El receptor KIR se une a las moléculas HLA con

baja afinidad. *** Hay estudios contradictorios sobre si el HLA-Bw4 es un ligando para 3DS1

(O’Connor y cols., 2007; Alter y cols., 2007). **** Gen conservado en la mayoria de los

haplotipos.
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» NOMENCLATURA:

Los nombres dados a los genes KIR por un subcomité del Comité de
Nomenclatura de la Organizacién Mundial de la Salud para los factores del
sistema HLA, se basan en las estructuras de las moléculas que codifican (Marsh
y cols., 2003). Se denominan afiadiendo a la palabra KIRs un sufijo que indica
el nimero de dominios extracelulares de tipo inmunoglobulina que poseen:
2D o 3D, seguido de las letras L (long) o S (short) segun que la cola
citoplasmatica de estas moléculas sea larga o corta y un Ultimo digito que
establece la diferencia entre estructuras similares codificadas por diferentes
genes. Cuando dos o mas genes tienen estructuras y secuencias muy
similares, se les asigna el mismo numero pero se distinguen por una letra
final, por ejemplo, los genes KIR2DL5A y KIR2DL5B (Gémez-Lozano y cols.,
2002).

En cuanto a los digitos finales: los tres primeros distinguen alelos que
difieren en las secuencias exén que llevan a cambios no sinénimos. Los
siguientes dos digitos indican alelos que difieren en las secuencias exén que
conducen a cambios sinénimos y los dos ultimos digitos se utilizan para los
alelos que soélo difieren en un intrén, promotor u otra regién no codificante
(Middleton y cols., 2009). Ejemplo: KIR2DL1 * 003 02 02

> ACCION:

Los KIRs con colas citoplasmaticas cortas (S) median la activacion de
las células NK y son: 2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DS4, 2DS5 y 3DS1 (Tabla 3,
Figura 12). Estos se asocian a una proteina adaptadora DAP12 (también
llamada KARAP) a través de residuos cargados complementarios situados en
sus membranas. DAP12 posee motivos de activacion del inmunorreceptor
basados en tirosina (ITAM), que le permiten fosforilar y reclutar tirosin
kinasas de la familia Syk o ZAP-70 que conducen a la activacién celular

(MacFarlane y cols., 2006; Campbell y cols., 2011) (Figura 12).
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Figura 12. Estructura proteica de KIRs y sus ligandos: los ligandos de cada KIRs se muestran con
pequefos recuadros de diferentes colores (los ligandos para KIR3DL3, KIR2DL5A, KIR2DL5B y KIR2DS5 se
desconocen).

Los KIRs con colas largas (L) transmiten sefiales inhibitorias de NK
(Ahlenstiel y cols., 2005) y son: 2DL1, 2DL2, 2DL3, 2DL4, 2DL5, 3DL1, 3DL2
y 3DL3 (Tabla 3, Figura 12). Tienen motivos de inhibicion del
inmnorreceptor basados en tirosina (ITIMs), que si se fosforilan reclutan
tirosin fosfatasas (como SHP-1 y SHP-2) capaces de inhibir la actividad de las
NK (MacFarlane y col., 2006; Campbell y cols., 2011) (Figura 12). Por otro
lado la accion inhibidora ejercida por los receptores después de reconocer a
su ligando en la célula (HLA clase I) tiene una gran importancia fisioldgica,
pues previene la destruccidn de las células normales del huésped.

La Unica excepcion a esta regla de cola larga/corta es KIR2DL4, ya
que se trata del Unico KIR activador con cola larga. Se asocia con el ITAM a
través de un adaptador, FceRI-y, en lugar de DAP12 (Campbell y cols., 2011)
(Figura 12).
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Como ya se ha comentado es compleja la distincién entre el nimero de
genes KIR individuales y los alelos de un mismo gen, de manera que genes
nombres distintos: KIR3DL1 y KIR3DS1 ahora se consideran alelos de un mismo
gen (Norman y cols., 2007; Middleton y cols., 2009). Lo mismo ocurre con 2DL2
y 2DL3, por lo que es frecuente referirse a estos genes como 2DL2/3 y 3DL1/S1.

Se han identificado dos pseudogenes KIR: el gen 2DP1 y 3DP1; se
piensa que dichos pseudogenes son parte de genes KIR ancestrales. La region
donde se encuentra el complejo génico estd flanqueada por genes
conservados (KIR3DL2, KIR3DL3, KIR3DP1 y KIR2DL4) cuya posicién vy
permanencia en los haplotipos es practicamente universal (Parham y cols.,
2005) (Tabla 3).

> LIGANDOS:

Las moléculas HLA-Cw se han clasificado en dos grupos también
conocidos como alotipos serolégicos. La presencia de Serina en la posicion 77
y Aspargina en la posicion 80 determinan al grupo C1 y la presencia de
Aspargina 77 y Lisina 80 determinan al grupo C2. Las moléculas KIR 2DL1,
2DL2, 2DL3, 2DS1 y 2DS4 interactian con alotipos HLA-C de grupo C2 (tales
como -Cw*2, -Cw*4, -Cw*5, -Cw*6, -Cw*15, -Cw*17 y -Cw*18). Mientras
que moléculas como 2DL2, 2DL3, 2DS2, 2DS3 y 2DS4 interactlan con
alotipos del grupo C1 (-Cw*1, -Cw*3, -Cw*7, -Cw*8, -Cw*12, -Cw*13, -
Cw*14 y -Cw*16) (Parham y cols., 2005) (Tabla 3).

El alotipo HLA-Bw4 (que incluye los alelos: B05, B5102, B5103, B13,
B17, B27, B37, B38, B44, B47, B49, B51, B52, B53, B57, B58, B59, B63,
B77, A09, A23, A24, A2403, A25, A32) sirve como ligando para KIR3DL1 y
KIR3DS1, aunque hay estudios contradictorios sobre si el HLA-Bw4 es un
ligando para 3DS1 (O’Connor y cols., 2007; Alter y cols., 2007). El alotipo
HLA-G es el ligando de KIR2DL4 y el HLA-A para el KIR3DL1, KIR3DL2 y
KIR2DS4, aunque este Ultimo con baja afinidad (Parham y cols., 2010;
Campbell y cols., 2011) (Tabla 3, Figura 12).
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» HAPLOTIPOS:

Los genotipos se pueden agrupar basandose en el contenido de genes
KIR en dos haplotipos: A y B. La base de ambos son cuatro genes que se
encuentran, con muy pocas excepciones, en todos los individuos: KIR2DL4,
KIR3DL2, KIR3DL3 y KIR3DP1 (Wilson y cols., 2000; Parham y cols., 2005).

El haplotipo A suele no ser variable en la organizaciéon de genes, con
un maximo de ocho: los cuatro de la estructura y KIR2DL1, KIR2DL3,
KIR2DS4 y KIR3DL1. De hecho, el 95% de la poblacion genotipada tiene un
genotipo que consiste en dos haplotipos idénticos con los ocho genes (Martin
y cols., 2000; Middleton y cols., 2009).

El haplotipo B se define por la presencia de uno o mas de los genes
que codifican la activacion de KIRs: KIR2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DS5, KIR3DS1;
y de los genes que codifican KIR inhibidores: KIR2DL5A/B y KIR2DL2 (Martin
y cols., 2000; Middleton y cols., 2009). La variabilidad en el haplotipo B reside
principalmente en la presencia o ausencia de genes y, en menor medida, en
los alelos, mientras que en el haplotipo A es muy excepcional la variabilidad
en el contenido de genes, pero hay mucha variabilidad de alelos. Consistente
con esto es el hecho de que los genes inhibidores en general tienen mas
alelos que los activadores. De los 335 alelos publicados hasta la fecha, 243
son de genes inhibidores y 79 de activadores. Los 13 alelos restantes son
aportados por los pseudogenes KIR2DP1 y KIR3DP1 (Robinson y cols., 2005).
Ademas hay que resaltar que genes de los que normalmente se asocian con el
haplotipo A pueden encontrarse en el B.

» GENOTIPOS KIRS Y ENFERMEDAD:

Como se ha mencionado los receptores de las NK son altamente
especializados en el reconocimiento de MHC clase I (HLA-C, -B y -A, en orden
de importancia). Numerosos estudios han demostrado la asociacién entre la
herencia de ciertas combinaciones de genes KIRs y HLA y la susceptibilidad a
varias enfermedades, incluidas infecciones virales, patologia autoinmune y

canceres. Ademas estas combinaciones pueden influir en el embarazo y en el
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resultado del trasplante de células madre hematopoyéticas (Ruggeri y cols.,
2002; Hiby y cols., 2004; Yawata y cols., 2006; Purdy y cols., 2009).

Una caracteristica importante de los genes KIR es la falta de
conservacion entre las diferentes especies y su rapida evolucion. Si la
evolucién de los genes KIR ha estado determinada por la presencia de ciertos
patdégenos, es de esperar que parte de su diversidad se correlacione con la
resistencia o susceptibilidad a ciertas enfermedades infecciosas (Vilches y
cols., 2002). En este contexto diversos estudios han demostrado la presencia
de combinaciones especificas de genes KIR y sus ligandos HLA que parecen
influir en el curso clinico de diferentes enfermedades (Rajagopalan y cols.,
2005; Williams y cols., 2005; Khakoo y cols., 2006). Se han documentado
asociaciones interesantes entre el KIR3DS1 y un subgrupo de alelos HLA-Bw4
con la progresion lenta de la infeccién por VIH (Martin y cols., 2002). También
se han asociado con la susceptibilidad a enfermedades autoinmunes. Como
KIR2DS1 y/o KIR2DS2 y homocigotos para un grupo de HLA-C (C1C1 ¢
C2C2), lo cual favorece la susceptibilidad a artritis psoridsica (Nelson y cols.,
2004). De manera similar, la combinacién KIR2DS2 con HLA-C1, en ausencia
de HLA-C2 y Bw4 determina susceptibilidad a diabetes tipo 1 en poblacién
caucasica (Van der Slik y cols., 2003).

Las combinaciones KIR-HLA que favorecen la activaciéon de células T o
de células NK evolutivamente han sido seleccionadas para mejorar la
resistencia a infecciones virales y neoplasias, a pesar de aumentar el riesgo
del desarrollo de autoinmunidad. De manera interesante, las combinaciones
de genes KIR-HLA que favorecen la inhibicién también han sido asociadas con
preeclampsia, concretamente HLA-C2 expresado en trofoblastos fetales,
KIR2DL1 en células maternas y la ausencia de genes KIR2DS activadores
(Hiby y cols., 2004).

En los ultimos afios se ha hecho énfasis en la importancia de los
genotipos KIR en el trasplante de drganos. Actualmente hay diferencias
significativas en los resultados en relacién con el uso de los genotipos KIR
como marcadores que determinan, adicionalmente a los genes HLA, la
viabilidad de los trasplantes. También se ha demostrado que la incidencia de
enfermedad de injerto contra huésped es mayor en receptores que reciben
médula ésea de donadores HLA-idénticos, pero que muestran diferencias en el
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genotipo KIR (Ruggeri y cols., 2002; Gagne y cols., 2002). Adicionalmente, se
ha encontrado una correlacion entre menor supervivencia del trasplante de
medula dsea y diferencias en los genes KIR3DL1 o KIR3DS1 entre individuos
HLA-idénticos (Davies y cols., 2002). Por otro lado, la presencia de KIR3DL1 y
su ligando Bw4 se asocia con menor mortalidad y la presencia de KIR2DS3
como protector para el desarrollo de enfermedad de injerto contra huésped
(McQueen y cols., 2007).

> RELACION ENTRE KIRS Y VHC:

Se ha demostrado que la infeccion cronica por el VHC afecta las
funciones de las NK disminuyendo su frecuencia y ademas suprime la
secrecion de citoquinas, lo que contribuye al deterioro de la respuesta inmune
celular y a la persistencia del virus; aunque no afecta a la citotoxicidad. Se
comprobd que estos efectos revertian en los pacientes tratados con INF-Peg y
RBV, pero no en aquellos resistentes al tratamiento (Dessouki y cols., 2010).

Por tanto, aunque las células CD8+ juegan un papel importante en el
aclaramiento viral espontaneo (fase aguda) del VHC, en la fase croénica el
virus puede persistir a pesar de la presencia de dichas células. Se han
realizado estudios, como el de Neumann-Haefelin y cols. (2008) que
demuestran una frecuencia sorprendentemente elevada de linfocitos Tc a
nivel intrahepatico en pacientes crénicamente infectados con el VHC, lo que
sugiere que deben existir otros factores que contribuyan a su fracaso.

En el caso de la infeccion aguda por VHC hay varios estudios, como el
de Khakoo y cols. (2004) que determinaron los genotipos KIR y HLA de 1.037
individuos que habian sido expuestos al VHC. Observando que los individuos
con genotipo homocigdtico KIR2DL3/HLA-C1 presentaban una mayor
resolucién a la infecciéon por VHC que otros genotipos. Aunque esto parezca
contradictorio, ya que esta unién inhibe las células NK, demuestra que
determinadas acciones inhibidoras son mas efectivas que otras, y que lo
importante es que estén ausentes ciertas uniones KIRs con HLA clase I que
son fuertemente inhibidoras. Esos resultados son opuestos a los de Montes-
Cano y cols. (2005) que encuentran que en los pacientes con infeccidn

persistente esta aumentada la frecuencia del gen KIR2DL3 y disminuida la de
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KIR2DL2 de forma significativa. En cambio Paladino y cols. (2007)
demuestran que en pacientes que aclaran el virus predomina un descenso de
2DL2 y 2DS2 acompafiado del aumento de 2DS5.

Otros estudios en infeccion por VHC sugieren que la presencia de
genes HLA de clase II como el HLA-DRB1*1201 y DQB1*0501, importantes en
la presentacién de péptidos, influyen en la combinacion KIR2DL3/2DL3 con
HLA-C1/C1, aumentando la capacidad de control de la infeccion (Romero y
cols., 2008).

Ademas la pérdida de actividad de las NK se correlaciona con la
progresion de la infeccion hacia CHC. Esto ha sido demostrado recientemente
en un trabajo de Lopez-Vazquez y cols. (2005), que analiza si determinados
genes KIR (3DL1, 3DS1, 2DL2, 2DL3 y 2DS2) y su interaccidén con los alelos
HLA-B y HLA-C, influyen en la progresién de la infeccién por el VHC a CHC.
Encontrando que la presencia del genotipo HLA-Bw*4I80/KIR3DS1 es mas
frecuente en portadores del VHC que en pacientes con CHC.

Son escasos los trabajos que relacionan los polimorfismos genéticos KIRs-
HLA con la respuesta al tratamiento con IFN-Peg y RBV en la HCC. Ademas,
se ha estudiado el tipaje KIRs-HLA en relacién con la HCC en muchos paises y
en distintas razas étnicas, pero son pocos los datos en Espafia. Por tanto, en
el presente estudio tratamos de confeccionar un “mapa” genético que permita
conocer que tipo de pacientes responderan mejor al tratamiento con IFN-Peg
y RBV.

C) IL28B Y GENES DEL INTERFERON

» IL28B:

Muy recientemente, un polimorfismo de un Unico nucleétido (SNP,
single nucleotide polymorphism) en el cromosoma 19q13, rs12979860, se ha
asociado fuertemente con la RVS al tratamiento con IFN-Peg y RBV en una
cohorte de mas de 1137 individuos con HCC genotipo 1 (Ge y cols., 2009).
Esta variante gendmica se localiza cerca del locus de la IL28B, que codifica
los IFN-A o INF tipo III, y es un cambio de citosina por timina (C>T) en
rs12979860. Estos datos han sido corroborados por otros autores (Thomas y

cols., 2009; McCarthy y cols., 2010). De acuerdo con todos los resultados
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obtenidos, se ha llegado a la conclusidon de que el gen de la IL28B es el mejor
marcador genético que predice la respuesta al tratamiento combinado
IFN-Peg/RBV para el genotipo 1 del VHC, incluso mejorando a los factores

virales ya conocidos (Mufioz de Rueda y cols., 2011).

> GENES DEL INTERFERON:

El IFN tipo I es una citoquina clave del sistema inmune innato
producida por las células para combatir las infecciones virales. El
reconocimiento de los rasgos distintivos de los acidos nucleicos virales por los
receptores celulares dara lugar a la produccién de IFN. Y la liberacion de INF
induce la expresion de cientos de ISGs que activan procesos antivirales como
ampliacion de la sefializacion del INF, produccién de citoquinas que activan la
inmunidad adaptativa y otros factores que inhiben directamente al virus.
Mientras que en algunos ISGs tales como la PKR, 2 5-oligoadenilato sintetasa
y Mx GTPasas han sido bien descritos sus mecanismos antivirales, las
funciones de la mayoria de los ISGs son poco conocidas (Liu y cols., 2011).

Por otro lado, la expresiéon de ISGs antes del tratamiento antiviral se
ha comprobado que es wun importante prediccor de la RVS,
independientemente del genotipo rs12979860 de la IL-28B. De hecho, la
expresion elevada de ISGs en el higado antes del tratamiento antiviral se ha
asociado con el fracaso de la respuesta o de la erradicacion del VHC, asi como
con la induccién escasa de ISGs durante el tratamiento combinado (L6pez-

Rodriguez y cols., 2011).
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2. JUSTIFICACION E HIPOTESIS DE TRABAJO

La infeccion por el VHC constituye un problema sociosanitario de
ambito universal. Tanto los factores virales (genotipo, CV) como los factores
del hospedador (edad, sexo, consumo de alcohol, respuesta inmune) pueden
alterar su historia natural y la respuesta terapéutica. Esta depende
fundamentalmente del genotipo y la CV, sin embargo hay pacientes con el
mismo genotipo y similar CV que presentan un tipo de respuesta diferente. La
posibilidad de que parametros genéticos e inmunoldgicos puedan predecir la
respuesta al tratamiento ha despertado un gran interés

El INF-alfa ademas de tener un efecto antiviral directo, posee una
actividad inmunomoduladora que puede aumentar la respuesta inmune
antiviral del paciente (es capaz de aumentar la expresion del antigeno del
MHC de clase I). La expresion del MCH clase I en la superficie celular da lugar
a que las células diana sean reconocidas por los linfocitos Tc y las células NK,
en este Ultimo caso a través de los receptores KIRs. Por tanto, variaciones en
el genotipo KIR-HLA clase I pueden jugar un papel muy importante en la
respuesta al tratamiento con IFN-Peg y RBV en pacientes con HCC.

En el caso de la infeccion aguda por VHC hay varios estudios, pero
hasta la actualidad son escasos los trabajos que relacionan los polimorfismos
genéticos KIRs-HLA con la respuesta al tratamiento antiviral en la HCC, y
cada uno llega a conclusiones diferentes. Por tanto, en el presente estudio
tratamos de confeccionar un “mapa” genético que permita conocer que tipo
de pacientes responderan mejor al tratamiento combinado.

La hipotesis de este proyecto es que existe una asociacion positiva o
negativa entre determinados factores inmunogenéticos, especialmente
KIRs-HLA, y la RVS al tratamiento con IFN-Peg y RBV en pacientes con HCC

previamente no tratados.
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3. OBJETIVOS

OBJETIVO PRINCIPAL: valorar la influencia de los factores inmunogenéticos

del paciente (KIRs-HLA clase I) en la respuesta al tratamiento con IFN-Peg y

RBV mediante un estudio de cohorte retrospectivo.

OBJETIVOS SECUNDARIOS:

1.- Analizar los factores de resistencia al tratamiento (virales y no virales) en

pacientes con HCC.

2.- Estudiar sinergismos entre las moléculas KIRs, HLA e IL28B.
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4. PACIENTES Y METODOS

4.1 DISENO DEL ESTUDIO
Estudio de cohorte retrospectivo.
4.2 SUJETOS Y AMBITO DE ESTUDIO

Se incluyeron 428 pacientes naive de raza blanca, espafioles, con
HCC, tratados con INF-Peg y RBV. 167 diagnosticados en el Servicio de
Digestivo del Hospital Universitario San Cecilio de Granada, 120 en el Hospital
Nuestra Sefora de Valme (Sevilla), 101 en el Hospital La Princesa (Madrid), y
40 en el Hospital General Universitario de Valencia. Todos estos pacientes
fueron tratados entre los afios 2001 y 2004.

El diagnostico de HCC estaba basado en niveles aumentados de GPT al
menos durante 6 meses y la deteccion permanente en suero de RNA-VHC. Los
pacientes no tenian coinfeccion con VHB, VIH, alcoholismo ni enfermedad

hepatica autoinmune ni inducida por farmacos.
4.3 CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

A) CRITERIOS INCLUSION:

- Pacientes tratados con INF-Peg y RBV por primera vez durante los afios
2001 a 2004.

B) CRITERIOS DE EXCLUSION:

- Pacientes que abandonaron o suspendieron el tratamiento antiviral. Los
excluimos del estudio por desconocer en ellos la respuesta al tratamiento.
- Ausencia de muestra sanguinea (necesaria para la realizacién del estudio

genético).
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4.4 TRATAMIENTO

Consisti6 en la administracion de 180 pg de IFN-Peg alfa-2a
(Pegasys®, de Roche) inyectado por via subcutdnea una vez por semana. Se
administré RBV entre 1000-1200 mg/dia segun peso (<75 kg: 1000 mg vy
>75 kg: 1200 mg) en aquellos pacientes con genotipo 1 6 4 del VHC y
800 mg/dia en los que fueron genotipo 2 é 3. La duracion del tratamiento fue
de 48 semanas en los pacientes con genotipo 1 6 4 y de 24 semanas en
aquellos que presentaban genotipo 2 6 3.

Los criterios de respuesta fueron los establecidos en la practica clinica
habitual (Tabla 4):

Tabla 4. Tipos de respuestas al tratamiento antiviral en pacientes con HCC.

RESPUESTA DEFINICION

Respuesta viroldgica | RNA-VHC indetectable (<50 UI/ml) a la semana
réapida (RVR) 4 de tratamiento

Descenso del RNA-VHC =2 logio UI/ml (100 veces)

Respuesta virolégica
del basal o indetectable a la semana 12 de

precoz (RVP)
tratamiento

Respondedores nulos | Descenso del RNA-VHC <2 log;o UI/ml (100 veces)

(NR) del basal a la semana 12 de tratamiento

RNA-VHC indetectable a las 12 semanas de
Breakthrough tratamiento con un RNA-VHC detectable antes de

finalizar el mismo

Respuesta viroldgica | RNA-VHC indetectable a los 6 meses de suspender

sostenida (RVS) el tratamiento

RNA-VHC detectable tras suspender el tratamiento
Recidiva con un RNA-VHC indetectable durante el mismo

(recurrencia)

Aquellos pacientes con RVP se les continu6 el tratamiento hasta las 24
0 48 semanas segun genotipo y a aquellos con no-RVP se les suspendid y se

les considerd NR.
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En el presente estudio se han tenido en cuenta los pacientes que no
responden finalmente al tratamiento (no-RVS), que incluyen: NR,

breakthrough y recidivas.

4.5 VARIABLES DEL ESTUDIO

En el estudio la variable dependiente ha sido el tipo de respuesta: RVS
frente a no-RVS.

Las variables independientes han sido:

- Las caracteristicas clinicas y bioldgicas del paciente
- Edad: <40 afios vs >40 afios
« Sexo: hombre vs mujer
» Actividad inflamatoria: FO, F1-F2 vs F3-F4
+ Estadio de fibrosis: 10-14 vs I5-I8
« Alanina aminotransferasa (GPT): <40 vs >40
+ Aspartato aminotransferasa (GOT): <40 vs >40
+ Gammaglutamiltransferasa (GGT): <37 vs >37
- Las caracteristicas inmunogenéticas del paciente
« HLA clase I: presencia vs ausencia de HLA-A, HLA-B, HLA-C
« HLA clase II: presencia vs ausencia de HLA-DQ, HLA-DR
+ KIRs: presencia vs ausencia de los siguientes receptores 2DL1, 2DL2,
2DL3, 2DL4, 2DL5, 2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DS4, 2DS5, 3DL1, 3DL2,
3DL3, 3DS1, 2DP1 y 3DP1
« IL28B: rs12979860 CC vs rs12979860 CT/TT
-'Y los datos viroldgicos
« Carga viral (CV): <600000 UI/ml vs >600000 UI/ml
« Genotipo viral: genotipo 2,3 vs genotipo 1,4

4.6 RECOGIDA Y ANALISIS DE DATOS

Siguiendo la practica clinica habitual para pacientes con HCC que se
tratan con IFN-Peg y RBV, los datos epidemioldgicos, bioquimicos, viroldgicos
y de respuesta se fueron recogiendo en protocolos que posteriormente se han
utilizado para el presente trabajo. Estos datos se incluyeron en una base de
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datos que se fue completando con los resultados obtenidos en las
determinaciones genéticas y que se usO posteriormente para el analisis
estadistico. La aprobacion previa para el estudio fue obtenida de los Comites
de Etica correspondientes.

Para el presente estudio se han utilizado muestras de sangre total y
de suero almacenadas en alicuotas de 1 ml a -80 °C de la muestra basal.
Dichas alicuotas se han usado para el estudio inmunoldgico (HLA, IL28B vy

genotipos KIRs) y para la determinacién de la CV (en caso de no tenerla).

4.7 ANALISIS ESTADISTICO

Para cubrir los objetivos del estudio se ha realizado un andlisis

estadistico consistente en:

1. Estadistica descriptiva: los resultados de las variables cualitativas se han

expresado en frecuencia absoluta y relativa (porcentaje).

2. Anadlisis bivariante: debido a que la variable dependiente es cualitativa, se

ha aplicado el test estadistico Chi’> o el test exacto de Fisher, asi como
regresién logistica para conocer el grado de asociacién (odds ratio cruda
[ORc]).

2. Anadlisis multivariante: regresién logistica usando odds ratio ajustadas
(ORa).
Se ha considerado significacion estadistica valores de P<0.05. En

todos los casos se ha empleado el paquete SPSS 15.0.

4.8 METODOLOGIA: CARGA VIRAL, ESTUDIO HISTOLOGICO,
TIPAJE KIR, HLA E IL28B

CARGA VIRAL (CV)

Se realizd6 mediante el kit COBAS AMPLICOR MONITOR-HCV V2.0
(Roche Diagnostics).
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ESTUDIO HISTOLOGICO: grado de fibrosis y actividad

La toma de muestras de tejido hepatico se realizd mediante
puncion-aspiracion con control ecografico, a través del octavo o noveno
espacio intercostal derecho a nivel de la linea axilar media.

El estudio histoldégico se ha realizado conforme a la clasificacidon de

Scheuer con modificaciones leves (Caballero y cols., 2001).

= Grado de fibrosis: FO ausente, F1 fibrosis portal, F2 fibrosis periportal +

algunos puentes, F3 fibrosis periportal + puentes y F4 cirrosis.

= Actividad necroinflamatoria: de 10 a I8 y consiste en sumar (A) y (B) en

la siguiente tabla (Tabla 5):

Tabla 5. E/ indice de actividad se determina sumando la puntuacién de (A) + (B).

(A)Porta-periportal (B) Lobulillar

0 | Ausente 0 | Ausente

1 | Inflamacién portal 1 | Focos inflamatorios

2 | Inflamacion periportal leve 2 | Focos necroinflamatorios
3 | Inflamacion periportal moderada 3 | Focos necrosis

4 | Inflamacién periportal severa 4 | Necrosis en puentes

TIPAJE KIR

Se han estudiado los genes KIRs: KIR2DL1, KIR2DL2, KIR2DL3,
KIR2DL4, KIR2DL5, KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS4, KIR2DSS5,
KIR3DL1, KIR3DL2, KIR3DL3, KIR3DS1, KIR2PD1 y KIR3DP1. También se han
estudiado segun los haplotipos, el A tiene un maximo de ocho genes: los
cuatro de la estructura (KIR2DL4, KIR3DL2, KIR3DL3, KIR3PD1) y KIR2DL1,
KIR2DL3, KIR2DS4 y KIR3DL1. El haplotipo B se define por la presencia de
uno o mas de los genes: KIR2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DS5, KIR3DS1,
KIR2DL5A/B y KIR2DL2. De manera que un sujeto puede ser AA, AB 6 BB.

En primer lugar se procedio a la extraccion del DNA de la muestra de
sangre total por el Kit “High Pure PCR Template Preparation” de Roche

Diagnostics.
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Para el tipaje de los KIR se utilizd el kit "KIR SSO Genotyping Test”
(One Lambda, Inc.). El DNA se amplificd por PCR usando tres set de primers
especificos para los exones 3-4, 5 y 7-9. Cada producto de PCR fue
biotilinado, lo cual permitié su posterior deteccién usando estreptavidina
conjugada con r-ficoeritrina (SAPE).

Cada muestra fue desnaturalizada y posteriormente se hibridd con el
DNA que iba unido a unas microesferas fluorescentes (o beads). La deteccion
se llevo a cabo mediante la tecnologia xMAP de Luminex y la fluorescencia de
las muestras con el software Luminex100 Integrated System 2.3. El andlisis

de los KIRs se realizd con el programa HLA Fusion 2.0.

TIPAJE HLA

La determinacién de HLA -DQ y -C se llevdo a cabo en todos los
pacientes (n=428), mientras que HLA -DR, -A y -B se ha genotipado sdlo en
327 pacientes. En estos 327 pacientes se ha estudiado su pertenencia o no al
alotipo HLA-Bw4.

El tipaje HLA gendmico se hizo con el kit “"LABType SSO Typing Tests”
(One Lambda, Inc.). En primer lugar el DNA se amplificé por PCR utilizando
primers especificos para cada locus HLA-B y HLA-C. El producto de PCR
estaba biotinilado lo que permitié su deteccidon con SAPE. El producto de PCR
se desnaturalizd y después se hibridd con sondas de DNA complementarias
conjugadas con microesferas cifradas de forma fluorescente.

La deteccién de la fluorescencia de la ficoeritrina en cada microesfera
se llevd a cabo con un analizador de flujo: LABScan™ 100. El tipaje de HLA se
basé en el patron de reaccién comparado con patrones asociados a secuencias

de genes HLA publicadas.

GENOTIPADO IL28B

Se determind el polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) rs12979860
en 428 sujetos, por medio de un ensayo de discriminacidn alélica utilizando
sondas Tagman (Custom Assay Service, Ref. AHI050]). Los oligonucleétidos
cebadores utilizados fueron: oligo sentido 5'-GCCTGTCGTGTACTGAACCA-3" y
el antisentido 5'-GCGCGGAGTGCAATTCAAC-3'. Las secuencias de las sondas

Tagman fueron: a) para la deteccién del polimorfismo C la sonda marcada con
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el fluorocromo VIC 5'-TGGTTCGCGCCTTC-3" y b) para el polimorfismo T, la
sonda 5’-CTGGTTCACGCCTTC-3' etiquetada con el fluorocromo FAM. Las
reacciones de amplificacién por PCR fueron realizadas de acuerdo con las
instrucciones del fabricante en un equipo Applied Biosystems 7500 Fast
Real-Time PCR System, con un volumen final de 4 ul, siguiendo el siguiente
protocolo térmico: preincubacion a 50 °C durante 2 min, incubaciéon a 95 °C
durante 10 min, seguidos de 40 ciclos formados por dos etapas, la primera de
desnaturalizacién a 95 °C durante 15 s y la segunda de hibridacién-elongacién
a 60 °C, 1 min. La intensidad de fluorescencia se analizé a tiempo final
(transcurridos los 40 ciclos), y la determinacion de los polimorfismos se
realiz6 automaticamente mediante la utilizacion del software de discriminacion
alélica SDS 2.2.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).
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5. RESULTADOS

5.1 CARACTERISTICAS BASALES DE LOS PACIENTES

Las caracteristicas clinicas y virales de los 428 pacientes incluidos en
el estudio se muestran en la Tabla 6.

El 42% de los pacientes fueron mujeres y el 38% tenian una edad
igual o menor a 40 afios. En relacidn con el grado de actividad inflamatoria y
necrosis, el 62% se encontraban en grado 10-14. En cuanto a la fibrosis, el
77% presentaban una fibrosis estadio FO-F2, frente a los 62 pacientes (23%)
en los que se objetivd un estadio F3-F4. Respecto a los niveles de
transaminasas, sélo el 10% presentaban niveles de GPT <40 U/L, un 32%
GOT <40 U/Ly 47% GGT <37 U/L. En relacién al genotipo y a la CV, el 88%
de los pacientes eran genotipo 1 6 4, y el 33% partia de cifras <600000 UI/ml
(Tabla 6).
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Tabla 6. Caracteristicas clinicas y virologicas basales de la poblacién en estudio.

. PACIENTES
CARACTERISTICAS
n=428 (%)
Sexo
= Hombre 248 (58)
= Mujer 180 (42)

Edad (afios)
= <40 164 (38)
= > 40 264 (62)

Actividad Inflamatoria (n=263)
= I0al4 164 (62)
= I5a1l8 99 (38)

Estadio de fibrosis (n=271)
= FO, F1, F2 209 (77)
= F3, F4 62 (23)

GPT, U/L (n=420)
« <40 44 (10)
« > 40 376 (90)

GOT, U/L (n=420)
« <40 133 (32)
« > 40 287 (68)

GGT, U/L (n=397)
. <37 186 (47)
. > 37 211 (53)

Genotipo viral
= 2,3 50 (12)
= 1,4 378 (88)

Carga viral, Ul/ml
= < 600000 141 (33)
= > 600000 287 (67)

Los resultados de las variables se han expresado en
frecuencias absolutas y relativas (%). GPT, alanina
aminotransferasa; GOT, aspartarto aminotransferasa; GGT,
gammaglutamiltransferasa.
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5.2 CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES EN FUNCION DE LA
RESPUESTA VIROLOGICA PRECOZ (RVP) Y RESPUESTA
VIROLOGICA SOSTENIDA (RVS)

Del total de pacientes incluidos (n=428), 340 (79%) presentaron una
RVP a la 12 semana de tratamiento y 88 (21%) no la presentaron (no-RVP).
Estos Ultimos (no-RVP) se consideraron NR y no continuaron con el
tratamiento (Tabla 7). Los Unicos factores relacionados con la RVP fueron
niveles de GGT <37 U/L (P<0.0001) y genotipo 2,3 (P=0.002) (Tabla 7).

A los 6 meses de finalizar el tratamiento antiviral, 241 pacientes
(56%) presentaban una RVS frente a 187 (44%) que no la tuvieron (no-RVS)
(en este grupo se incluyen NR, breakthrough y recidivas) (Tabla 8).
Observamos que la edad <40 afios, GGT <37 U/L, genotipo 2,3 y CV
<600000 UI/ml se relacionan de forma estadisticamente significativa
(P<0.05) con la existencia de RVS.
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Tabla 7. Caracteristicas de los pacientes en funcidon de la respuesta virolégica precoz
(semana 12) (RVP).

, No-RVP RVP OR*
CARACTERISTICAS
N=88 (21%) n=340 (79%) (IC 95%)
Sexo
= Hombre 52 (21) 196 (79) 0.8
= Mujer 36 (20) 144 (80) )
Edad (afos)
= <40 28 (17) 136 (83) 0.1
= > 40 60 (23) 204 (77) )
Actividad Inflamatoria
(n=263)
= 0al4 32(19) 132 (81) 0.3
= [5al8 14 (14) 85 (86)
Estadio de fibrosis
(n=271)
= FO, F1, F2 38 (18) 171 (82) 0.9
= F3, F4 11 (18) 51 (82)
GPT, U/L (n=420)
= <40 8 (18) 36 (82) 0.7
= > 40 77 (20) 299 (80) '
GOT, U/L (n=420)
= <40 25 (19) 108 (81) 0.6
= > 40 61 (21) 226 (79) )
GGT, U/L (n=397)
= <37 19 (10) 167 (90) 4 (2.2-6.8)
0.0001
. >37 65 (31) 146 (69) 1 <
Genotipo viral
= 2,3 2 (4) 48 (96) 7 (1.7-29.7) 0.002
= 1,4 86 (23) 292 (77) 1 '
Carga viral, Ul/ml
= < 600000 24 (17) 117 (83) 0.2
= > 600000 64 (22) 223 (78) )

Los resultados de las variables se han expresado en frecuencias absolutas y relativas (%). Se ha
aplicado el test de Chi® o Fisher. RVP, respuesta viroldgica precoz; GPT, alanina aminotransferasa;
GOT, aspartarto aminotransferasa; GGT, gammaglutamiltransferasa. OR, odds ratio; IC, intervalo de
confianza. *Regresion logistica bivariante: La OR es la probabilidad de RVP.
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Tabla 8. Caracteristicas de los pacientes en funciéon de la respuesta virolégica sostenida
(RVS).

, No-RVS RVS OR*
CARACTERISTICAS P
N=187 (44%) n=241 (56%) (IC 95%)
Sexo
= Hombre 102 (41) 146 (59) 0.2
= Mujer 85 (47) 95 (53) )
Edad (afios)
= <40 51 (31) 113 (69) 2.3 (1.6-3.5)
0.0001
. > 40 136 (51) 128 (49) 1 =
Actividad Inflamatoria
(n=263)
= 0al4 65 (40) 99 (60) 0.3
« 15318 45 (45) 54 (55)
Estadio de fibrosis
(n=271)
= FO, F1, F2 82 (39) 127 (61) 0.1
= F3, F4 31 (50) 31 (50)
GPT, U/L (n=420)
= <40 20 (46) 24 (54) 0.7
= > 40 162 (43) 214 (57) '
GOT, U/L (n=420)
= <40 55 (41) 78 (59) 05
= > 40 128 (45) 159 (55) '
GGT, U/L (n=397)
= <37 71 (38) 115 (62) 1.7 (1.2-2.6) 0.007
= > 37 109 (52) 102 (48) 1 '
Genotipo viral
= 2,3 9 (18) 41 (82) 4.1 (1.9-8-6) <0.0001
= 1,4 178 (47) 200 (53) 1 '
Carga viral, UI/ml
= < 600000 41 (29) 100 (71) 2.5 (1.6-3.9) <0.0001
= > 600000 146 (51) 141 (49) 1 '

Los resultados de las variables se han expresado en frecuencias absolutas y relativas (%).Se ha
aplicado el test de Chi? o Fisher. RVS, respuesta viroldgica sostenida; GPT, alanina aminotransferasa;
GOT, aspartarto aminotransferasa; GGT, gammaglutamiltransferasa. OR, odds ratio; IC, intervalo de
confianza. *Regresion logistica bivariante: La OR es la probabilidad de RVS.
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5.3 ANALISIS DE LA FRECUENCIA ALELICA HLA E IL28B, Y SU
ASOCIACION CON LA RESPUESTA AL TRATAMIENTO

En la tabla 9 se representan solo aquéllos alelos HLA clase I y II que
se asociaron de forma estadisticamente significativa con la respuesta al
tratamiento antes de aplicar la correccion mediante el método de Bonferroni,
asi como el genotipo CC de la IL28B. Podemos apreciar que una vez que se
aplica esta correccion, el Unico alelo HLA que se sigue asociando de forma
significativa es el DQB1*0301 (Pc=0.04). El genotipo CC de la IL28B también
se asocié significativamente con la RVS (P<0.0001).

Tabla 9. Alelos HLA clase I y II con valor de P<0.05 antes de la correccion mediante el
método de Bonferroni y genotipo rs12979869 respecto a la respuesta viroldgica
sostenida (RVS).

OR (IC 95%) P Pc
Alelos HLA clase
IyII
A*0201 (+) 1.738 (1.1-2.74) 0.02 0.7
A*0301 (+) 0.533 (0.31-0.91) 0.02 0.7
B*4001 (+) 5.345 (1.2-23.78) 0.02 1.1
B*4402 (+) 2.472 (1.03-5.918) 0.03 1.7
Cw*0304 (+) 4.315 (1.25-14.96) 0.02 0.6
DRB1*0701 (+) 0.529 (0.33-0.84) 0.007 0.2
DRB1*1101 (+) 2.2 (1.02-4.9) 0.04 1.4
DRB1*0202 (+) 0.589 (0.37-0.94) 0.03 0.48
DQB1*0301 (+) 2.02 (1.3-3.3) 0.003 0.04
IL28B
rs12979860 CC 3.84 (2.4-6.1) <0.0001

IC, intervalo de confianza; OR, odds ratio; Pc, correccién de Bonferroni.
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5.4 DISTRIBUCION DE LOS GENOTIPOS KIRS EN LA COHORTE
DE ESTUDIO Y SU RELACION CON LA RESPUESTA AL
TRATAMIENTO

La distribucion de los genotipos KIRs en la muestra se expresa en la
Figura 13. El 100% de los pacientes presenta los alelos KIRs 2DL4, 3DL2,
3DL3 y 3DP1, ya que como ha sido descrito son genes altamente conservados
en la mayoria de los haplotipos.

100% -
900%p
80%0
70%0
60%0
a0%
4004p 1
3000
200%g
10% -

Porcentaje de frecuencia

D% -

2DL1 2012 2DL3 2DLa Z2D512D822D83 2D54 2055 3DL13DS12DP1

Figura 13. Frecuencia de los distintos KIRs en la muestra (n=428).

Al examinar la frecuencia de los diferentes alelos KIRs en pacientes
con HCC segun la respuesta al tratamiento antiviral (RVS vs no-RVS), se
observa que la presencia de KIR2DS3 (OR=1.6, IC 95%: 1.1-2.6, P=0.02), la
ausencia de KIR2DS4 (OR=5.3, IC 95%: 1.2-23.9, P=0.03) y la ausencia de
KIR3DL1 (OR=5.3, IC 95%: 1.2-23.7, P=0.03) se asociaron con la RVS
(Figura 14). Cabe destacar que aquellos pacientes que no tenian el KIR2DS4
eran los mismos que no tenian el KIR3DL1, excepto uno, de ahi que los

valores en el andlisis estadistico sean muy similares.
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Figura 14. Frecuencia de los distintos KIRs en pacientes con RVS (n=241) y no-RVS
(n=187). Se ha aplicado el test de Chi?. * P=0.022; ** P=0.016,; *** P=0.017.

Al estratificar por genotipos observamos que estos genes se asocian
con la respuesta so6lo en el genotipo 1,4, pero no en el 2,3 [genotipo 1,4:
2DS3(+) OR=1.6, IC 95%: 1.07-2.5, P=0.04; 2DS4(-) OR=5.2, IC 95%: 1.1-
23.8, P=0.03; 3DL1(-) OR=5.6, IC 95%: 1.2-25, P=0.02].

Debido a que los alelos KIR2DL2 y KIR2DL3 se han relacionado con el
aclaramiento viral espontaneo y se consideran alelos de un mismo gen,
hemos querido comprobar si en nuestra muestra la presencia de dichos alelos
(2DL2 y 2DL3) se relacionaba o no con la respuesta al tratamiento
(Figura 15), no encontrando diferencias estadisticamente significativas en

ninguno de los tres grupos estudiados, ni estratificando por genotipos.
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Figura 15. Frecuencias de KIR2DL2 y KIR2DL3 en la muestra y respecto a la
respuesta al tratamiento. Se ha aplicado el test de Ch?. RVS, respuesta viroldgica

sostenida; NS, no significativo.

También se han estudiado KIR3DS1 y 3DL1, alelos de un mismo gen,

observando que los pacientes homocigoticos para KIR3DS1 (n=17) se asocian

con la respuesta (OR=5.2, IC 95%:

1.1-23, P=0.01) (Figura 16). Al

estratificar por genotipos vemos que esta asociacidon se debe a los pacientes
con genotipo 1,4 (OR=5.6, IC 95%: 1.2-25, P=0.02), ya que en los que
presentan genotipo 2,3 no se observa esta asociacion (P=0.8).

83



Resultados

250 -
S 200 4
=
§ - m Total
= 5
= mRVS
S
g 100 A B [o-RVS
=
=
g
L 50 A
0
S0DL1/3DL1 2DL1/3DS1 2Ds51/3D581
(n=231) {n=180) {n=17)

Figura 16. Frecuencias de KIR3DL1 y KIR3DS1 en la muestra y respecto a la
respuesta al tratamiento. Se ha aplicado el test de Chi’. RVS, respuesta
virolégica sostenida; NS, no significativo.

5.5 DISTRIBUCION DE LOS ALELOS HLA-Cw, HLA-Bw4 EN LA
COHORTE DE ESTUDIO Y SU RELACION CON LA RESPUESTA AL
TRATAMIENTO

Al estudiar la distribucién de los HLA-Cw (Cl1 y C2) respecto a la
respuesta al tratamiento, ninguno se relacion6 con ésta (Tabla 10). De la
misma manera tampoco se asociaron con la respuesta los HLA-Bw4 (n=327)
(Tabla 10). No obtuvimos diferencias estadisticamente significativas al

estratificar por genotipos.
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Tabla 10. Frecuencia de los distintos HLA-Cw y HLA-Bw4 en nuestra muestra (n=428) y
Su asociacion con la respuesta al tratamiento.

Total No-RVS RVS
n=428 n=187 (44%) n=241 (56%)
Pacientes C1 +
345 (81) 154 (45) 191 (55) 0.4
(C1C1, C1C2)
Pacientes C2 +
261 (61) 112 (43) 149 (57) 0.7
(C2C2, C1C2)
Pacientes Cw:
= CiC1 167 (39) 75 (45) 92 (55)
= C1C2 178 (42) 79 (44) 99 (56) 0.7
= C2C2 83 (19) 33 (40) 50 (60)
Pacientes HLA-Bw4 + 247 (75) 98 (40) 149 (60) 0.8

Las variables se expresan en frecuencia absoluta y relativa (%). Se ha aplicado el test de Chi® o
Fisher. RVS, respuesta viroldgica sostenida.

A continuacidn se estudié en pacientes homocigédticos para C1 (C1C1)
si la presencia de alelos idénticos se asociaba con la respuesta antiviral, y de
igual manera en los homocigéticos para C2 (C2C2), no obteniendo
significacion en el total de pacientes (Tabla 11), sin embargo al estratificar
por genotipos, vemos que en los pacientes con genotipo 1,4, aquellos con
idénticos alelos C2C2 (n=17, 23%) tienen menos probabilidad de responder
(OR=0.2, IC 95%: 0.08-0.8, P=0.02) (Tabla 11).
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Tabla 11. Frecuencia de los grupos C1C1 y C2C2 en funcién de los alelos en el total de
la muestra y su asociacion con la respuesta.

Total No-RVS RVS P
C1C1 (n=167) N=75 n=92
= Con idénticos 45 (27) 20 (44) 25 (56)
alelos
. 0.9
= Con diferentes
alelos 122 (73) 55 (45) 67 (55)
C2C2 (n=83) N=33 n=50
= Con idénticos 22 (27) 12 (55) 10 (45)
alelos
. 0.09%*
= Con diferentes
alelos 61 (73) 21 (34) 40 (66)

Las variables se expresan en frecuencia absoluta y relativa (%). Se ha aplicado el test de Chi?o
Fisher. RVS, respuesta viroldgica sostenida. * Los genotipos 1,4 son significativos (P=0.02).

5.6 INFLUENCIA DE LAS UNIONES KIRS-HLA EN LA RESPUESTA
AL TRATAMIENTO

Ninguna unidén receptor-ligando se asocié a la RVS (Tabla 12). Al
estratificar por genotipos tampoco presentan asociacion. Debido a que la
presencia del KIR2DS3 se ha relacionado con la RVS, se ha estudiado con el
grupo HLA C2 aunque este no sea su ligando, encontrando que aquellos
pacientes con genotipo KIR2DS3-C2 se asocian con la respuesta al
tratamiento (OR=1.7, IC 95%: 1.03-3.1, P=0.04).
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Tabla 12. Frecuencia de los pares receptor-ligando de KIRs y HLA en la muestra
(n=428) y segun la respuesta al tratamiento.

Total No-RVS RVS b

N=187 (44%) n=241 (56%)
2DL1-C2 231 100 (43) 131 (57) 0.7
2DL2-C1 152 64 (42) 88 (58) 0.6
2DL3-C1 298 135 (45) 163 (55) 0.4
110 46 (42) 64 (58) 0.8
195 86 (44) 109 (56) 0.5
97 34 (35) 63 (65) 0.9
327 150 (46) 177 (54) 0.5

0

3DL1-Bw4* 237 96 (40) 141 (60) 0.7
3DS1-Bw4* 120 45 (37) 75 (63) 0.9

Las variables cualitativas se expresan en frecuencia absoluta y relativa (%). Se ha aplicado el
test de Chi® o Fisher. RVS, respuesta viroldgica sostenida. * HLA-Bw4 se ha genotipado en

327 pacientes dentro del total de la muestra.

Debido a la asociacion que se ha descrito entre los alelos KIR2DL2 y
KIR2DL3 con los alotipos del grupo HLA-Cw, hemos estudiado su asociacion
con la respuesta (Tabla 13), observando que ninguna de las interacciones
son estadisticamente significativas. Tampoco obtuvimos diferencias

estadisticamente significativas al estratificar por genotipos.
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Tabla 13. Comparacién de las frecuencias de las combinaciones KIRs (2DL2, 2DL3) y
HLA-C (grupo C1 y/o C2) en la muestra y estratificado segun la respuesta al
tratamiento (no-RVS vs RVS).

Total No-RVS RVS p
2DL2/2DL2 n=48 n=19 n=29
-cic1 16 (34) 8 (50) 8 (50)
-c1c2 22 (45) 7 (33) 15 (67) 0.6
-c2c2 10 (21) 4 (40) 6 (60)
2DL2/2DL3 N=150 n=62 n=88
-cic1 62 (41) 27 (43) 35 (57)
-c1c2 57 (38) 24 (42) 33 (58) 0.8
-c2c2 31 (21) 11 (37) 20 (63)
2DL3/2DL3 N=230 n=106 n=124
-cic1 92 (40) 40 (44) 52 (56)
-c1c2 97 (42) 48 (50) 49 (50) 0.6
-c2c2 41 (18) 18 (44) 23 (56)

Los resultados de las variables se han expresado en frecuencia absoluta y relativa (%).
Se ha aplicado el test de chi. RVS, respuesta viroldgica sostenida.

Del mismo modo analizamos las interacciones de los alelos KIR3DL1 y
KIR3DS1 con el alotipo HLA-Bw4, para conocer su frecuencia y su asociacion
con la respuesta, no observando diferencias significativas (Tabla 14).
Destacamos que los 17 pacientes que presentan homocigosis 3DS1/3DS1 son
todos genotipo 1,4. Aunque al estratificar por genotipos tampoco presentan

asociacion.
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Tabla 14. Comparacion de las frecuencias de las combinaciones KIR3DL1-3DS1 y
HLA-Bw4 en la muestra, y estratificado segun la respuesta al tratamiento.

Total No-RVS RVS P

3DL1/3DL1 N=231 n=97 n=134

Bw4+ 166 (72) 68 (41) 98 (59) 0.6

Bw4- 65 (28) 29 (45) 36 (55)
3DL1/3DS1 N=180 n=72 n=108

Bw4+ 144 (80) 58 (40) 86 (60) 0.9

Bw4- 36 (20) 14 (39) 22 (61)
3DS1/3Ds1 n=17 n=3 n=14

Bw4+ 13 (77) 3 (20) 10 (80) 1

Bw4- 4 (23) 0 (0) 4 (100)

Los resultados de las variables se han expresado en frecuencia absoluta y relativa (%).
Se ha aplicado el test de Chi? o Fisher. RVS, respuesta viroldgica sostenida.

5.7 FRECUENCIA DE LOS HAPLOTIPOS: AA, AB, BB

Al estudiar los haplotipos AA, AB y BB y su relacién con la RVS, no
encontramos diferencias estadisticamente significativas (Tabla 15). Tampoco
al estratificar por genotipos. Destacamos que solamente dos pacientes

presentan el haplotipo BB y los dos fueron respondedores (Tabla 15).

Tabla 15. Haplotipos de los genes KIRs en la muestra y segun la respuesta al
tratamiento.

Pacientes No-RVS RVS
n=428 n=187 (44%) n=241 (56%)
AA 102 (24) 50 (49) 52 (51)
AB 324 (75) 137 (42) 187 (58) 0.2
BB 2 (1) 0 (0) 2 (100)

Los resultados de las variables se han expresado en frecuencia absoluta y relativa (%). Se ha
aplicado el test de chi?. RVS, respuesta viroldgica sostenida.
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5.8 ANALISIS MULTIVARIANTE DE LOS FACTORES GENETICOS
Y AJUSTANDO POR LOS FACTORES PREDICTIVOS DE
RESPUESTA

Al realizar un analisis multivariante en el que incluimos todos los
factores inmunogenéticos que se asociaron con la RVS, observamos que
KIR2DS4 y KIR3DL1 pierden la significacién, mientras que DQB1*0301,
IL28B CC y KIR2DS3 la mantienen (Tabla 16).

Tabla 16. Andlisis bivariante y multivariante de los factores genéticos respecto a la
respuesta virolégica sostenida (RVS).

Analisis bivariante Analisis multivariante
(0133 (0133
P P
(IC 95%) (IC 95% )

HLA
DQB1*0301(+), (n=100) | 2.02 (1.3-3.3)  0.003 | 2.23 (1.3-3.7) 0.002
IL28B

Rs12979860 CC, (n=142) | 3.84 (2.4-6.1) <0.0001 | 4.21 (2.6-6.8)  <0.0001

KIRs
KIR2DS3 (+), (n=120) 1.6 (1.1-2.6)  0.023 | 1.68 (1.1-2.7) 0.030
KIR2DS4 (-), (n=17) 5.3(1.2-23.9)  0.03 | 4.15(0.2-97.5)  0.377
KIR3DL1 (-), (n=13) 5.3(1.2-23.7)  0.03 | 0.98(0.04-23.2)  0.992

OR, odds ratio; IC, intervalo de confianza. Regresion logistica: La OR es la probabilidad de RVS.

Al ajustar los factores inmunogenéticos por los factores predictivos de
respuesta ya conocidos (edad, genotipo, CV y GGT), observamos que el
DQB1*0301, la IL28B CC y el KIR2DS3 siguen siendo factores independientes

asociados a la respuesta antiviral (Tabla 17).
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Tabla 17. Andlisis multivariante de los factores virales y del huésped respecto a la
respuesta virolégica sostenida (RVS).

Analisis multivariante

OR p
(IC 95%)
EDAD (<40 afios) 2.39 (1.5-3.8) <0.0001
GENOTIPO (2,3) 3.24 (1.4-7.3) 0.004
CARGA VIRAL (< 600000 UI/mL)  2.24 (1.4-3.6) 0.001
DQB1*0301 (+) 2.03 (1.2-3.5) 0.01
KIR2DS3 (+) 1.62 (1.04-2.6) 0.04
IL28B (rs12979860 CC) 4,37 (2.7-7.1) <0.0001

OR, odds ratio; IC, intervalo de confianza. Regresion logistica: La OR es la
probabilidad de RVS.

5.9 ESTUDIO DE SINERGISMO DE LOS FACTORES
INMUNOGENETICOS

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, hemos hecho un estudio
de sinergismo con los factores inmunogenéticos incluyendo todos los HLA
clase 1y II que fueron estadisticamente significativos antes de la correccion
de Bonferroni. Para esto nos hemos basado en el modelo de Andersson y cols.
(2005) que incluye tres medidas de interaccidn biolégica que son: RERI,
exceso de riesgo relativo debido a la interaccion; AP, la proporcion atribuible
a la interaccién; y S, indice de sinergia. El calculo de estos tres parametros se
basa en un modelo de regresion logistica, en el que la variable independiente
es politdbmica con cuatro categorias. De manera que los pacientes se
seleccionan dependiendo de la presencia o ausencia de dos factores

inmunogenéticos en el caso de este estudio (Tabla 18).
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Tabla 18. Clasificacién de los pacientes dependiendo de la presencia o ausencia de los
factores inmunogenéticos.

Factor 1 Factor 2 OR
Paciente ++ + + OR, .
Paciente +- + - OR;-
Paciente -+ - + OR_;
Paciente -- - - 1

+ Presencia del factor. - Ausencia del factor.

Estas medidas se definen:

« RERI: OR,, - OR,.-OR_, +1
Cuando AP <0 y S <1, nos

* AP: RERI/OR+ indica que no hay sinergismo.

« S:[OR,, - 1]/ [OR,. - 1] + [OR_; - 1]

Hemos aplicado estas medidas de sinergia para DQB1*0301, IL28B,
A*0201 y KIR2DS3, dos a dos (Tabla 19, figura 17). De manera que
A*0201(+)/IL28B CC, KIR2DS3(+)/IL28B CC y KIR2DS3(+)/A*0201(+) se
potencian entre si para mejorar las tasas de RVS, independientemente de la
accidon que ejercen por separado (Tabla 19, figura 17).

Tabla 19 y figura 17. Sinergismo entre genes de la inmunidad innata respecto a la
respuesta virolégica sostenida (RVS).

OR

(IC 95%)
DQB1*0301(+)/IL28B(CC) (n=29) 5.8 (2.3-14.8) <0.0001 <1 <0
A*0201(+)/IL28B(CC) (n=45) 8.67 (3.2-23.4) <0.0001 4.75  68%
KIR2DS3(+)/IL28B(CC) (n=39) 9.09 (3.4-24.2) <0.0001 2.58  66%
KIR2DS3(+)/DQB1%0301(+) (n=33) 2.8 (1.25-6.3)  0.012 <1 <0
KIR2DS3(+)/A*0201(+) (n=43) 2.9 (1.3-6.2)  0.008 3.6 46%

OR, odds ratio; IC, intervalo de confianza; AP, proporcion atribuible a la interaccién; S, indice de
sinergia. Regresion logistica: La OR es la probabilidad de RVS. AP <0, y S <1: no hay sinergismo.
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DQBI*0301(+)/IL28B(CC)
DQBI*0301(-) /IL28B(CC)

DQB1*0301(+) /IL28B(no-CC)

A*0201(+) /TL28B(CC)
A*0201(-) /TL28B(CC)
A*0201(+) /TL28B(no-CC)

KIR2DS3(+)/IL28B(CC)
KIR2DS3(-)/TL28B(CC)
KIR2DS3(+)/IL28B(no-CC)

KIR2DS3(+)/DQB1%0301(+)
KIR2DS3(-)/DQBI1%0301(+)
KIR2DS3(+) /DQB1*0301(-)

KIR2DS3(+)/A%0201(+)
KIR2DS3(-) /A%0201(+)
KIR2DS3(+)/A%0201(-)

n=29 (79%)
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Cabe destacar que aquellos pacientes que son:

(1) IL28B(CC) + DQB1*0301(+) + KIR2DS3(+) (n=6; P=0.002)

(2) IL28B(CC) + DQB1*0301(+) + KIR2DL3/2DL3:C1C1 (n=5; P<0.0001)

(3) IL28B(CC) + A*0201(+) + KIR2DS3(+) (n=12; P=0.01)

Tienen el 100% de probabilidad de responder al tratamiento.
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6. DISCUSION

Desde que se conoce que el IFN tiene un efecto antiviral directo y que
la RBV promueve una respuesta Thl con aumento de citoquinas que mejora la
respuesta inmune antiviral, se piensa que puede existir una asociacién entre
las caracteristicas inmunogenéticas del paciente con HCC y la respuesta al
tratamiento antiviral. De manera que nuestra hipdtesis fue que existe una
asociacién positiva o negativa entre determinados genotipos KIRs-HLA vy la
RVS al tratamiento con IFN-Peg y RBV en pacientes previamente no tratados.

Al igual que ya se ha descrito en otros muchos estudios (Foster y
cols., 2007; Kau y cols., 2008), tanto el genotipo como los niveles de GGT se
relacionaron con la RVP. Y la edad <40 afios, GGT <37 U/L, genotipo 2,3 y CV
<600000 UI/ml aumentan la probabilidad de RVS.

* HLA

Como se ha observado que algunos alelos HLA influyen claramente en
la resolucion de varias infecciones virales (Bailey y cols., 2007), las moléculas
HLA han sido objeto de numerosos estudios para establecer posibles
asociaciones con la persistencia o la eliminacién del VHC (Singh y cols.,
2007). Al revisar la literatura, cada vez son mas los articulos en los que se
estudia la asociacion entre alelos HLA y la RVS al tratamiento combinado
con INF-Peg+RBV durante una infeccion crénica por VHC. Rhodes y cols.
(2008) observaron que los alelos HLA A*02, B*58 y DPB1*1701 estaban
asociados de una forma independiente a la RVS. El niumero de pacientes
incluidos fue elevado (n=343), pero se separaron en 2 razas: americanos
blancos y afroamericanos, disminuyendo asi el nUmero de pacientes en cada
grupo y siendo algunas de las frecuencias alélicas muy bajas en ciertos
subgrupos, como por ejemplo el alelo B*58 que fue soélo encontrado en un 1%
de la americanos blancos. Ademas el valor de P no fue ajustado por el nimero
de alelos encontrados en cada loci (correccion de Bonferroni), por lo que
probablemente algunos de estos alelos HLA perderian su asociacién con la
RVS si estos valores de P hubiesen sido ajustados. De hecho, en datos previos
de nuestro grupo (Mufioz de Rueda y cols., 2011) varios alelos se asociaron

estadisticamente con la RVS, pero al corregir el valor de P por el método de
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Bonferroni perdieron dicha significacion, manteniéndola Unicamente
DQB1*0301; alelo que hasta ahora se habia relacionado con el aclaramiento
viral (Hong y cols., 2005; Kuniholm y cols., 2010).

- IL28B

En el afio 2009, tres estudios independientes GWAS (genome-wide
association study) de screening del genoma asocian un SNP (rs12979860) con
la respuesta al tratamiento con IFN-Peg+RBV en pacientes con genotipo 1
(Ge y cols., 2009; Suppiah y cols., 2009; Tanaka y cols., 2009). Del mismo
modo en nuestra cohorte se demuestra la relacién significativa del genotipo
CC de la IL28B con la RVS (P<0.0001) (Mufioz de Rueda y cols., 2011). En el

analisis multivariante al ajustar los factores inmunogenéticos, concretamente

la IL28B CC, por los factores de confusion ésta sigue siendo un factor
independiente asociado a la respuesta antiviral.

« KIRs

Los KIRs se han asociado tanto con el aclaramiento viral espontaneo
del VHC como con la cronificacién del mismo. Asi en el caso de la infeccion
aguda por VHC hay varios estudios, siendo uno de los mas importantes el de
Khakoo y cols. (2004) debido al elevado tamafo de la muestra, ya que
determinaron diez genes KIRs (KIR2DL1, KIR2DL2, KIR2DL3, KIR3DL1,
KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS4, KIR2DS5 and KIR3DS1) y HLA-B,
HLA-C, de 1037 individuos que habian sido expuestos al VHC. Observaron que
aquellos con genotipo homocigoético KIR2DL3/HLA-C1 presentaban una mayor
resolucion a la infeccién por VHC que otros genotipos. El hecho de que esta
union inhiba las células NK demuestra que determinadas acciones inhibidoras
son mas efectivas que otras, y que lo importante es que estén ausentes
ciertas uniones KIRs con HLA clase I que son fuertemente inhibidoras. Esta
misma asociacién genotipica la encuentra Knapp en un articulo publicado en
Gastroenterology (2011), de forma que los individuos expuestos al virus pero
no infectados tenian una frecuencia significativamente mayor de homocigosis
KIR2DL3-HLA-C1 que los infectados crdénicos, hay que destacar que estos
autores solo estudian KIR2DL2, KIR2DL3 y HLA-C. Sin embargo, Montes-Cano
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y cols. (2005) encuentran aumentada la frecuencia del gen KIR2DL3, y
disminuida la de KIR2DL2, de forma significativa en los pacientes con
infeccion persistente. Paladino y cols. (2007) demuestran que en aquellos que
aclaran el virus predomina un descenso de KIR2DL2 y KIR2DS2 acompafiado
del aumento de KIR2DS5. Todo esto demuestra que son muy variables los
resultados obtenidos por los distintos grupos respecto a genotipos KIRs y
aclaramiento viral.

También se ha encontrado relacidén entre determinados genes KIRs y
la cronificacion del VHC, como el KIR2DS3 (Dring y cols., 2011).

En cuanto a la respuesta al tratamiento combinado de la HCC en
relacion a los genes KIRs y sus ligandos HLA, al revisar la bibliografia, son
muy recientes los estudios que abordan este tema. Concretamente, las
publicaciones mas relevantes son del 2010 y 2011. En el presente estudio se
ha analizado la influencia de los receptores KIRs en la respuesta al
tratamiento combinado de la HCC (INF-Peg+RBV). Una ventaja de éste
respecto a otros previos, es haber incluido un ndmero importante de
pacientes (n=428), lo cual es fundamental para el estudio de genes
polimorficos, asi como la homogeneidad de la misma.

Nuestro primer resultado ha sido demostrar que la presencia de
KIR2DS3 vy la ausencia de KIR2DS4 y KIR3DL1 se asocian de manera

significativa con la RVS. El hecho de que existe una fuerte asociacion entre el

par de genes KIR3DL1 y KIR2DS4 ya habia sido descrito previamente por
otros autores (Taniguchi y cols., 2009), los cuales justifican una posible
relacidon estructural ya que ambos son los Unicos genes ubicados en una
region telomérica del haplotipo A, por lo que se hipotetiza que, en base a esta
relacion estructural, KIR3DL1 sirva como un inhibidor de la activacion
KIR2DS4, lo que sugiere que el equilibrio entre inhibicién/activacion por la
combinacién de KIR3DL1 y KIR2DS4 podria constituir una pareja que hace
contrapeso para determinar la eficiencia del sistema inmune de un individuo.
Otro gen que se ha relacionado con la falta de respuesta al tratamiento es el
KIR2DL5 con una frecuencia del 68.3% entre los no respondedores frente a
los que presentaban una RVS (40.9%) (Carneiro y cols., 2010). En cuanto al
KIR2DS3, como ya se ha comentado anteriormente, Dring y cols. (2011)

asocian este KIR con la cronificacién de la enfermedad, pero no determinan la
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respuesta al tratamiento combinado por lo que sus datos no tienen porqué
contradecir los nuestros. Cabe destacar que estos mismos autores encuentran
una frecuencia del KIR2DS3 del 31% en pacientes crénicos y 19% en los que
aclaran el virus, y en nuestra cohorte de pacientes con HCC esta frecuencia es
del 28.1%, dato que coincide con el de Dring y cols. (2011).

En cuanto a las uniones receptor-ligando en nuestro grupo de

enfermos con HCC hemos observado que sélo se asocia de forma significativa

con la respuesta al tratamiento la unién KIR2DS3-HLA-C2, aunque este no

sea su ligando. De nuevo nuestros datos coinciden con los de Dring y cols.
(2011) ya que ellos concluyen que el genotipo KIR2DS3-C2 es mas frecuente
en pacientes con HCC que en aquellos que aclaran el virus. La uniéon KIR-HLA
mas asociada con la respuesta al tratamiento antiviral ha sido
KIR2DL3/KIR2DL3-HLA-C1C1 (Vidal-Castifieira y cols., 2010; Knapp y cols.,
2010), la cual ya habia sido descrita asociada al aclaramiento viral
espontaneo (Khakoo y cols., 2004; Knapp y cols., 2011). En cuanto a la falta
de respuesta, destaca el genotipo KIR2DL2/KIR2DL2-HLA-C1C2 en no
respondedores en el estudio de Vidal-Castifieira y cols. (2010), y el trabajo de
Suppiah y cols. (2011) en el que demuestran que las personas con genotipo
KIR2DL3/C2C2 son mas propensas a no aclarar virus tras la terapia antiviral.
Mediante analisis multivariante hemos estudiado el grado de
asociacion de estos factores inmunogenéticos (KIRs, HLA, IL28B) con la

respuesta al tratamiento combinado, encontrando que DQB1*0301, 1L28B CC

y KIR2DS3 se asociaban de manera independiente con la RVS. Posteriormente

al ajustar estos tres item por los factores predictivos de respuesta ya
conocidos (edad, genotipo, CV y GGT) y por tanto posibles variables de
confusion, observamos que DQB1*0301, IL28B CC y KIR2DS3 siguen siendo

factores independientes asociados a la respuesta antiviral.

En vista de estos resultados hemos hecho un estudio de sinergismo
con los factores inmunogenéticos (KIRs, HLA, IL28B), incluyendo sélo aquellos
alelos HLA clase I y II que fueron estadisticamente significativos antes de la
correccion de Bonferroni (Tabla 9). Aplicando las medidas de sinergia de
Andersson y cols. (2005), encontramos que A*0201(+)/IL28B CC,
KIR2DS3(+)/IL28B CC y KIR2DS3(+)/A*0201(+) se potencian entre si para
mejorar las tasas de RVS, independientemente de la acciéon que ejercen por
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separado. Dring y cols. (2011) vieron que existia sinergia entre KIR2DS3 y la
IL28B TT, de manera que los pacientes con ambos alelos KIR2DS3(+)/IL28B
T(+) presentaron un aumento significativo de la probabilidad de cronificacion
del VHC. Otros autores que estudian sinergismos respecto al
aclaramiento/cronificacién del virus son Knapp y cols. (2011) que no
encuentran proteccion adicional en la combinacion de la homocigosis
KIR2DL3-HLA-C1 con la IL28B rs12979860-CC respecto a la que aporta cada
factor de forma aislada, es decir que funcionan como factores independientes
de proteccion genética. Por otro lado Suppiah y cols. (2011) encuentran
sinergismo entre IL28B rs8099917 G*/HLA-C2C2, de manera que la
combinacién de ambos aumenta la prediccion de la falta de aclaramiento del
virus en pacientes que han recibido tratamiento y en los que no. Estos
mismos autores no encuentran sinergia entre las posibles combinaciones dos
a dos entre el genotipo KIR, HLA-C2C2 y la IL28B G*.

En cuanto al sinergismo entre tres factores genéticos, lo Unico que
hay publicado al respecto es de Suppiah y cols. (2011) que examinan la
relacion entre la ausencia de KIR2DS1, HLA-C e IL28B vy, aunque el
coeficiente es significativo, el test de bondad de ajuste concluye que no se
produce un ajuste significativamente mejor. En nuestro trabajo cabe descatar
gue aquellos pacientes que son: IL28B CC, DQB1*0301(+) y KIR2DS3(+) 6
IL28B CC, DQB1*0301(+) y KIR2DL3/2DL3-C1C1 6 IL28B CC, A*0201(+) y
KIR2DS3(+) tienen el 100% de probabilidad de responder al tratamiento.

En conclusidn, el balance de las sefiales de activacion e inhibicion de las
células NK vy linfocitos T CD8, que es modulada por el tratamiento y
condicionado por la genética, ayuda a definir la respuesta antiviral. Por tanto
el estudio de los receptores KIRs y sus ligandos HLA junto a la determinacion
de otros marcadores genéticos como el SNP rs12979860 de la IL28B es
fundamental y puede que en el futuro nos permita identificar marcadores
especificos de respuesta/no-respuesta, contribuyendo a seleccionar mas
activamente a los pacientes que van a recibir la terapia antiviral y por tanto a

individualizar el tratamiento de la HCC.
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7. CONCLUSIONES

1)

2)

3)

4)

Los factores predictivos de RVS encontrados en nuestra cohorte de
pacientes con HCC tratados de forma combinada con IFN-Peg y RBV
son los ya conocidos en la practica clinica habitual: edad <40 afios,
GGT =37 U/L, genotipo 2,3 y CV baja (cifras <600000 UI/mL).

Los factores inmunogenéticos asociados con la RVS fueron el alelo
DQB1*0301, la IL28B CC, KIR2DS3(+), KIR2DS4(-) y KIR3DL1(-). Sin
embargo Unicamente DQB1*0301, IL28B CC y KIR2DS3 se asocian de
manera independiente con la RVS ajustando por edad, CV, genotipo y
GGT.

Existe un sinergismo entre los genes A*0201/IL28B CC,
KIR2DS3/IL28B CC y KIR2DS3/A*0201, de forma que su asociacidon
aumenta la probabilidad de respuesta al tratamiento.

Aquellos pacientes que presenten IL28B CC, DQB1*0301(+) vy
KIR2DS3(+) 6 IL28B CC, DQB1*0301(+) y KIR2DL3/2DL3-CiC1 &6
IL28B CC, A*0201(+) y KIR2DS3(+), responden al tratamiento
combinado con INF-Peg y RBV.

Por lo tanto podemos concluir que el tratamiento individualizado de

pacientes con HCC estda cada vez mas cercano gracias al estudio de los

factores genéticos del hospedador, ya que, como hemos demostrado, la

asociaciéon de varios de estos factores genéticos condiciona un sinergismo

capaz de incrementar las probabilidades de RVS.
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