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ABREVIATURAS

AcVHC: anticuerpos frente al virus de la hepatitis C
ADN: acido desoxirribonucleico

ARN: &cido ribonucleico

CH: cirrosis hepatica

CHC: carcinoma hepatocelular

CPA: células presentadoras de antigeno
DM2: diabetes mellitus tipo |l

HCC: hepatitis cronica C

HLA: antigeno leucocitario humano

IC: intervalo de confianza

IFN: interferon

IFN-peg: interferén pegilado

IL-2: interleucina 2

ISDR: IFN sensitivity-determining region
Linfocitos Tc: linfocitos T citotoxicos
Linfocitos Th: linfocitos T colaboradores
MHC: complejo mayor de histocompatibilidad
NK: células asesinas

NR: no respondedor

ORa: odds ratio ajustada

ORc: odds ratio cruda

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa
PMN: neutrofilos

RBV: ribavirina

RI: resistencia a la insulina

RVP: respuesta viral precoz

RVR-4s: respuesta virolégica rapida a la semana 4
RVS: respuesta virologica sostenida
TNF-alfa: factor de necrosis tumoral alfa
VHB: virus de la hepatitis B

VHC: virus de la hepatitis C

VIH: virus de la inmunodeficiencia humana
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1. INTRODUCCION

1.1.VIRUS DE LA HEPATITIS C (VHC)

El virus de la hepatitis C (VHC) pertenece a la ifi@am
Flaviviridae y es el unico miembro del génekepacivirus. Es la
principal causa de hepatitis cronica, cirrosis iepdCH) y carcinoma
hepatocelular (CHC), siendo la indicacion mas conpara el

transplante hepéati¢o

Se trata de un virus recubierto, de alrededor denfOde
diametro, que estd compuesto por una cadena dedaolgositiva de
acido ribonucleico (ARN) con una longitud aproxirmade 9600
nucledtidos, rodeada por el core (nucleocapsideaidrica) que, a su
vez, esta cubierta por dos proteinas de la eneolfidl y E2), con
funcion de anclaje de membrana. Presentan un alawlogde
heterogenicidad genétfca Estudiosin vitro han demostrado que la
proteina del core podria interactuar con protooeceg de las células
del huésped y algunos trabajos la han implicad@ledesarrollo de
CHC en pacientes con infeccidén crénica por el VidCigual que ha

ocurrido con otras regiones genémfcas
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; Reticulo endoplasmico
SPP il T HE [

Citosol

Figura 1. Organizacion gendmica del VHC (superiory
procesamiento en poliproteinas (inferior). La regi® UTR contiene
cuatro dominios altamente estructurados y la regi@e union al
ribosoma (IRES). La region 3’'UTR contiene una regiestable. La
zona intermedia codifica una poliproteina de apraxadamente 3.000
aminoacidos segun el genotipo. S y NS son las reg#oque codifican
las proteinas estructurales y no estructurales, pestivamente. Las
tijeras representan el lugar de accion de las pdptas y el punteado
verde sobre E1 y E2 indica la glucosilacion de lpmteinas de la

envoltura.

El grupo de las proteinas no estructurales estdafdo por siete
integrantes cuyas funciones no han sido aun coamptgite
dilucidadas. Por ejemplo, la NS5A se ha implicaddaemodulacion de
la respuesta antiviral del huésped mediada pantetferon (IFN). En

concreto, se ha observado que la acumulacién dacrooes en una
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determinada regiébn de NS5A, la conocida como ISDiRerferon

sensitivity detrermining region) se relaciona cor mejor respuesta al

IFN en pacientes infectados por el genotipo 1b0vtC*®. Ademas, la

presencia de mutaciones en la region PKRBD se laaiseado con

una buena respuesta al tratamiénto

Tablal. Funcion de las proteinas estructurales y estructurales del

VHC
’ Peso molecular >
Proteina Funcion
(kDa)
C 21 Proteina de la nucleocapside
31-35 (21 sin N- ] L
El o Proteina de la envoltura del virion
glucosilacion)
68-72 (36 sin N- ] L
E2 o Proteina de la envoltura del virion
glucosilacion)
P7 7° Desconocida
NS2 23 Componente de la proteasa NS2-3
Componente de la proteasa NJ!
NS3 70 ) _
serinproteasa, NTPasa y helicasa
NS4A 8 Cofactor para la serinproteasa NS
NS4B 27 Desconocida
Desconocida, involucrada en
NS5A 58 ' . _
resistencia al interferon
ARN-polimerasa dependiente
NS5B 68

ARN

T
1

|99
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1.1.1. Genotipos y cuasiespecies

Se han descrito seis genotipos mayores (del 1 wh@ds de 50
subtipos o subgenotipos (Hg, 1b, 2a...) del VHC. Diferentes cepas
virales del mismo subtipo pueden diferir en un 561&e su secuencia
de nucledtidos, un 10-30% entre distintos subtigas 30-50% entre

distintos genotipos.

El genotipo 1 es el mas comun en el mundo occifjenta
representando un 70-80% de los casos. Los masfrezsuen Estados

Unidos y Europa occidental son el 1a y 1b, seguilgbgenotipo 2 y 3.

Los genotipos virales difieren poco en el pron@sticseveridad
en la enfermedad hepatica causada. Los distintostiges pueden
conducir a CH o CHC, siendo la frecuencia de estasplicaciones

similar con cualquiera de ellos.

Sin embargo, no ocurre o mismo en cuanto a lauessp al
tratamiento. En la préactica clinica, el conocimiede estos genotipos
ha ayudado a planificar un tratamiento y a sel@egi@ los pacientes.
Diferenciamos dos grupos de pacientes; los infestadr genotipos 1,
4 y 5, por una parte, y 2 y 3 por otra, con diatinéspuesta al
tratamiento con IFN, siendo la tasa de respuestapnudable entre dos

y tres veces en los segundos que en los pritheros

Una de las caracteristicas mas importantes y coyones
implicaciones en la patogenia de la infeccion @ovHC es la gran
heterogeneidadgenéticadel VHC. Como ocurre con otros virus ARN,

se producen defectos en la actividad reparadota A&N polimerasa
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dependiente de ARN y ausencia de actividad exoasalé’-3'. El
resultado es la aparicion de una poblacion de mMasagendmicas que
difieren de la original, y se denominan en su cotgjcuasiespecies. La
cuasiespecie predominante seria aquella que cooterauna mayor

capacidad replicativa en el huésped.

En virus ARN, las regiones que varian con mayocueacia
son aquéllas expuestas a la accion del sistemanmnue tal manera
gue se ha propuesto que la variacion antigénie essultado directo
de la seleccién de variantes como respuesta araniclad humoral y
celular. En la region codificadora, los genes deokura E1 y E2,
conocida como region hipervariable 1 (HVR-1), mraestla mayor
variacion genética; sin embargo, el gen de la prateore es el mas
altamente conservado. La regién 5-NRT y porciodes 3" -NTR

también estan altamente conservadas.

La diversidad de las cuasiespecies del VHC puedetgnto,
contribuir al desarrollo de cronicidad duranterigeccion debido a los
rapidos cambios que suceden en las proteinas @evialtura viral
como mecanismo de escape a la presion inmune dgemor el
huésped. También tendra importancia en el disefdesarrollo de
vacunas, seleccion de mutantes resistentes duearttatamiento, y

disefio e interpretacion de los métodos diagnosticos
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1.2 EPIDEMIOLOGIA Y VIAS DE TRANSMISION

Se estima que existen unos 170-240 millones deompass
portadoras del VHC, lo que equivale aproximadamani& 3% de la
poblacién mundidl En Espafia la prevalencia se sit(a en el 1,6-2,6%,
lo que permite una estimacion de 480.000-760.0f#xtados cronicos
por el VHC®. La principal via de transmisién es la parentsiahdo
los riesgos mas importantes para la transmisidrafesfusion de sangre
antes de 1992, el uso de drogas por via intraveyndas actividades
sexuales de alto riesfd? mientras que la exposicién ocupacional, la
hemodidlisis, la exposicion intrafamiliar, la tremsion vertical y el
uso de cocaina intranasal entrafian un riesgo nj@sluos trabajadores
sanitarios constituyen un grupo de riesgo, aunguéndidencia de

infeccidn tras un pinchazo accidental es tan sel®.0%.

Un gran porcentaje de las personas con infecciémiaca por el
VHC permanecen asintomaticas y aun no han sidondstigadas,
pero, probablemente, recibiran atencion médicaaegordxima década
por lo que se espera un incremento del cuadruplepetsonas

diagnosticadas de infeccién crénica por VHC halstdie 2015°.
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1.3. MANIFESTACIONES CLINICAS E HISTORIA
NATURAL.

Inicialmente el VHC produce una hepatitis agudajgae se
caracteriza por su caracter clinicamente silente. p&iodo de
incubacion es por término medio de unas 8 semaualiendo variar
entre las 2 y las 28. Tan sOlo un 25% de las hepagudas son
clinicamente sintométicas y suelen manifestarstoena de sintomas
inespecificos, como astenia, anorexia, nduseasedcia. La forma

fulminante es muy rara.

Un 15% de las hepatitis agudas curan, definiéndiase
resolucion completa como la ausencia de ARN-VHC srero
acompafiado de la normalizacion de los niveles desaminasas.
Varios trabajos recientes estan estudiando losriegtque determinan
esta eliminacién del virus; el 85% restante deBarnana hepatitis
cronica, definida por la persistencia del ARN-VH@ahte un periodo
superior a 6 meses tras el comienzo de la infecdits factores
predictivos de curacidén tras una hepatitis aguda laoaparicion de

ictericia en la fase aguda y el sexo femetifd

El 80% de los pacientes con hepatitis C cronica GHC
experimentara una evolucion estable, sin una psagresignificativa
en los 20 afios posteriores a la infecciobn, mientras un 30%
(fibrosadores rapidos) desarrollara una CH en G22afios siguientes
a la infeccidbn; muchos de estos pacientes cirmdticontinuaran

progresando lentamente y alrededor de un 20% dédaadn
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rapidamente descompensaciéon de la enfermedad ¢teepatiCHC
(riesgo del 1-4% anuah’.

1.3.1. Factores asociados con la progresion de lah  epatitis
cronica C (HCC)

Los factores asociados a la progresion de la H@Qasedad en
el momento de la infeccidn, la duracion de la ici@e, el sexo, el
consumo de alcohol, el hierro, el trasplante hepatifactores
metabolicos, coinfeccion con otros virus (VHB, VIgRi como el nivel

de transaminasas?®!

La progresion de la fibrosis hepatica se incremelgtdorma
notable por encima de los 40 afios, mientras queosibilidad de
cronicidad es mas baja en mujeres jovenes, oscilantte el 46 y el
55%".

Aunque no se conoce bien el nivel por encima del @l
alcohol acelera la progresion de la enfermedadhise gue su consumo
favorece la progresion de la HCC. Los mecanismasiqeocuales el
alcohol agrava la HCC probablemente son multifsales, y entrafian
una combinacién de alteracion en la funcidn inmogich, estrés
oxidativo, esteatosis hepatica e incremento enlép®sitos de hierro y
de la intensidad de la apoptosis, asi como el d#lsade cuasiespecies

e incluso un incremento en la replicacion Vital

10
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Existe una clara asociacion entre infeccion poVEC y
diabetes mellitus tipo 2 (DM2) debido a la aparicde resistencia a la

insulina (RI)}°

En cuanto al nivel de transaminasas, la patologf@atica es
menos agresiva en los pacientes con niveles nosngake en aquellos
que las tienen elevadas, y la velocidad de pragmede la fibrosis es

menof.

Sexo femenino, menor edad de infeccion

> 30 afios

Progresion lenta

1-4%/afio
80% 20%

Higado Infeccion| Hepatitis Cirrosis .
A < Hepatocarcinoma
normal aguda cronica hepéatica

Progresioén rapida

< 20 afos

Ingesta de alcohol, coinfecciéon

Figura 2. Historia natural de la infeccion por el MC

11
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1.4. DIAGNOSTICO

Los métodos de diagndstico de que disponemos en la
actualidad nos permiten un diagnoéstico sencillon canalisis
seroldgicos y virologicos cuya interpretacion nsutea complicada. Se
pueden resumir en tres parametros que nos sors @ilea practica
clinica diaria: anticuerpos frente al VHC (AcVH@),ARN-VHC vy el
genotipo del VHE*

El estudio de la infeccion se realiza inicialmeatgavés de la
deteccion de los AcVHC (tipo 1gG), mediante téasic
inmunoenziméaticas. La sensibilidad de éstas es mdgb 98%, y
permite detectar una seroconversion entre las 4 pelmanas post
infeccién (tests de ELISA de 22 y 32 generaciorésePa la alta
sensibilidad, estos ensayos presentan limitacioglesionadas con el

agente y la condicion del huésped:

a) No permite discriminar entre los sujetos coednion aguda,
cronica o pasada con recuperacion. Los anticugppoduran de por
vida en los pacientes cronicos y por mas de 18428 an aquellos que
se recuperan, ya sea de forma espontanea (20-308asds) o post

tratamiento antiviral.

b) Seroconversién tardia: no permite la deteccréaqz de una

infeccién aguda.

c) Falsos positivos: en poblacion sana y de basgd como
donantes de sangre y pacientes con autoinmunidad.
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d) Falsos negativos: en pacientes inmuno-comprdoe{iVIH,

hemodializados, tratamiento inmunosupre$ar)

e) Traspaso transplacentario: no discrimina enti infecciéon

del recién nacido y los anticuerpos maternos.

En cada uno de estos casos particulares, es rniecdsterminar la
presencia de viremia circulante. Esta se realizdiange la deteccion
de ARN-VHC cualitativa mediante técnicas de reaten cadena de la
polimerasa (PCR) y nos permite evaluar la existen@ replicacion
viral activa y confirmar una infeccion activa o gda por el virus. Por
lo tanto, el estudio del ARN por PCR estara indicad todo sujeto
AcVHC positivo y en los casos de dudas diagnosticdss descritos.
Ademas, por su alta sensibilidad (< 100 copias B&/#nl, < 50 Ul/
ml) es de gran utilidad para la deteccion precoargeprimo-infeccion
(deteccion a partir de 2 semanas post infeccidmpana la evaluacion
post tratamiento antiviral. La deteccion cuantitatide ARN
(cuantificacion de la carga viral) y el estudio dehotipo viral estan
indicados en los casos agudos o cronicos que seraeatidos a terapia
antiviral. Sin embargo, esta determinacion cuaitdano tiene valor en

cuanto al prondstico o evolucién de la infeccion.
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1.5 TRATAMIENTO DE LA HEPATITIS CRONICA C

1.5.1. Candidatos al tratamiento

El tratamiento actual de la infeccidon cronica dovidC se basa
en la administracion conjunta de IFN-pegilado bavirina (IFNpeg +
RBV), y pretende, ademas de la eliminacién sero&giel virus,
detener la progresion de la enfermedad cronicaticepd disminuir el

namero de personas infectadas.

En general, debe ser tratado todo paciente con R atado
previamente, que presenten transaminasas normateselgvadas,
positividad del ARN-VHC en el suero y lesiones @edtitis cronica en
la biopsia hepatica, ya que son los pacientes céas nesgo de
desarrollo de CH. Cuando presentan fibrosis portal y en puentes, y
menos moderada inflamacion y necrosis, la mayafen niveles de
ALT persistentemente elevaddspero alrededor de un 25% cursan con
transaminasas persistentemente normales. La maj@eate grupo de
pacientes presenta lesiones histoldgicas minine®, po siempre es
asi. Por ello se aconseja tratar a todos aquedicignes que lo desean,
y sobre todo a los infectados por los genotipos 2, yjue tienen
mayores posibilidades de curad®ihos resultados del tratamiento en
estos pacientes son superponibles a los que senebtien pacientes
con transaminasas elevatfasAdemas, es importante valorar cuél va a

ser la eficacia y los efectos adversos de la terapi

En general, se suelen incluir los pacientes merde &b afos, o

mayores que presenten buena calidad de vida; c@n cinmnosis
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compensada; coinfectados por VHB o VIH si estaabéi&tadas; o con
trastornos extrahepéticos asociados. Como critetgoexclusion, los
gue no cumplan estos parametros y las embarapadas presenten

una negativa a usar métodos anticonceptivos.

1.5.2. FArmacos

-Interferon pegilado (IFN-peg): de forma general, los IFNs
son proteinas 6 glicoproteinas producidas porndistitipos celulares
como respuesta a un estimulo, sobre todo a infeediica. El IFN alfa
es un polipéptido no glicosilado producido por notos, leucocitos y
linfocitos B como respuesta a infecciones viricaa ta funcion de

mediar la respuesta inmune inespecifica.

Posee dos acciones, una antiviral directa y otra
inmunomoduladora. La primera se manifiesta inhitbeela replicacion
viral, transmitiendo sefiales al interior de la Ehutravés de receptores
situados en la superficie celular. En esta rutariignen de manera
acoplada las proteinas JAK-1 (Janus-activated Kiiasy Tyk2
(tyrosine kinase-2). La accion de las kinasas fdaftas resulta en una
activacion de proteinas STAT-1 y STAT-2 que sorsloeadas al
ndcleo y ejercen su accion incrementando la trgpén de genes
estimulados por IFN (ISG) que codifican proteinas @actividad
antiviral (adenosin deaminasa, proteina kinasa R5yoligoadenilato
sintasaj®™*

La segunda, incrementando la expresion de molécdés
antigeno leucocitario humano (HLA) en la membrana lds
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hepatocitos y facilitando que los linfocitos T éiteicos (Linfocitos Tc)
reconozcan y eliminen las células infectadas, adedeaestimular la

inmunidad innata (células N&)

Clasicamente se han usado 4 tipos de IFN alfa wlaen
mediante tecnologia ADN recombinante, administrades veces por
semana. La pegilacibn de una proteina consisteueangn a una
molécula de polietilenglicol para disminuir su aat@dén y asi
prolongar su permanencia tras su administracioriensdndo una
mejoria considerable tanto en la famacocinética ocoen la
farmacondinamica. Hoy dia, el que se utiliza edpaohente en el
tratamiento actual es el IFN-pegilado-alfa, quediéa ventaja de que
se administra sélo una vez por semana, disminuyendceecuencia los
efectos secundarios, ademas de conseguir una nyayads eficaz
supresion de la actividad antiviral en comparaciércon la
administracion del IFN estandar tres veces por samniday dos tipos,
el alfa-2a y alfa-2b. Aunque han sido varios lasid@es que comparan
la eficacia de ambos combinados con RBV, un estsditematico
realizado por Cochrafiesobre ensayos clinicos aleatorizados en los
gque se comparaban los dos tipos de IFN-peg coectsp las tasas de
RVS, confirmd las ventajas del alfa-2a, mientrae @l tipo de
acontecimientos adversos y la incidencia de losnmssfueron muy
parecidos en ambas pautas de tratamigfito

-Rivabirina (RBV): es un analogo de nucledsido (guanosina),
utilizado también en el tratamiento del VIH. Sudrmoracion a la
terapia frente a VHC mejoré sustancialmente loscgrnjes de
respuesta viral sostenida (RVS) en pacientes sudest por VHC,

16



Introduccién
incrementando por un lado la proporcion de casas aglaraban el

virus y disminuyendo, por otro, el nUmero de reasid

Se podria pensar que la RBV es un adyuvante dehlfé)ya
gue aparentemente no disminuye la carga viral.elaidad es que la
RBV tiene un efecto sinérgico, y actua cooperandmtgenciando al
IFN alfa. Aungque su mecanismo de accion no se @non exactitud,
recientemente se ha demostrado que tiene una @énasobre la
replicacion viral y que es un mutageno del VHC.nt#canismo de
accion antiviral propuesto para la RBV se desarallvarios niveles.
Se sabe que “in vitro” es capaz de inhibir dissntirus ARN y ADN
blogueando la sintesis de guanosina trifosfato y @ tanto
disminuyendo la sintesis de acidos nucleicos. Té@mbactlua
produciendo una sintesis anormal del extremo 5AdRIN, y por lo
tanto, alterando la transcripcion viral y suprinderia actividad de la
polimerasa viral, ademas de llevar a los nuevasngs a un “error
catastréfico” al incorporarse a modo de mutagemtrdede los nuevos
genomas. Sin embargo, en los estudios clinicogjueumodifica los
niveles de ALT, no modifica los niveles de virempmr lo que se
postula que pudiera actuar por mecanismo inmunoladdu Este
efecto también se ha comprobado “in vitro”, favegedo la inmunidad
del huésped frente al VHC potenciando una respUdsttdrente a Th2
con aumento de citocinas como el IFN-gamma, TN&-aliL-2, que
aumenta la lisis de los hepatocitos infectadodyae la produccion de
viriones. Se administra por via oral variando ercitin del pest. No

se utiliza en monoterapia.
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Los hepatocitos infectados producen una liberad@wiriones
infecciosos y no infecciosos. El IFN inhibe la gwocion del VHC, y
la RBV introduce mutaciones dentro del genoma VH@ceementa la
produccion de viriones no infecciosos. Se piensaejuFN y la RBV
favorecen la respuesta favorecen inmunoldgica\gédrale los NK vy
linfocitos T, consiguiendo la muerte de las céluld#ectadas por el
VHC. También la RBV puede actuar a través de unamismo no
citolitico, curando las células infectadas sin mdas. Esto explicaria
por qué la RBV tiene ese efecto llamado “cosméticaiormaliza las
transaminasas. Las células dianas del virus, qoelas hepatocitos
sanos, pueden ser atacadas por los viriones inBipero no por los

no infeccioso¥(figura 3).

Hepatocito infectado
() ® e,
° o0 . o 0 o

00GV0 %o e

{OC OOC O .. " ' . .
Viriones no V"‘lones \
lnfeccmsos |nfeccwsos IFN inhibe

RBV 803 .°.. produccién VHC
Sinergismo 0 { 0o,
00009 °
000 0° *%*

Aumento de mutaciones

E VHC por la RBV
Curacion ceIuIa;\ .NK
o s T

no citolitica *

Muerte celular citolisis

Figura 3. Mecanismo de accion de IFN y RBV
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1.5.3. Tipos de respuesta al tratamiento antiviral

Para conocer el tipo de respuesta, es necesar@r@oantes
como es la cinética de replicacion viral: en lapatarénica de la
infeccidn, la cinética de replicacion viral es bftaEsto significa que
la produccion viral por las células infectadas empensada por la
destruccion periférica del virus, mientras que élulas infectadasle

novo se compensa por la muerte de las células infectada

La administracion de IFN induce una tipica declidadifasica
de la replicacion viral (Figura 4): en una priméase, en las primeras
24 horas tras la administracién, se observa unidad&isminucién de la
carga viral debida a la inhibicién directa del IBbbre la produccion
viral. Esta disminucion se observa tanto en losepées que al final del

tratamiento conseguiran una RVS como en los qtie’ho

La segunda fase de descenso de la carga viral pendatina,
que se corresponde con la muerte de las célulestanfas por el VHC
con patrticipacion de la respuesta inmune especidicda que el IFN
tiene por supuesto un papel, en el contexto dédazeinhibicion de la
produccion viral, y conduce al aclaramiento del ARMI en una gran

proporcién de pacient&¥s™

Posteriormente, se ha propuesto una tercera fasgndéca
viral que representa la eliminacién de virionescétulas infectadas
mediada por mecanismos inmunitarios celulares. Esta ha sido

definida a partir de un estudio que ha investigladoefectos sobre la
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cinética viral de la combinacién de IFN-peg mas RB& disminucion
de la viremia en esta tercera fase fue mas imgeream los pacientes
que habian recibido tratamiento combinado con IFNRBV.
Probablemente esta fase represente un aumento dimyiadacion de
células infectadas causada por la potenciaciéra despuesta inmune
que produce la RBV asociada al IFN-f&

Carga viral (lagul/ml)

o 50 100 150 200 250 300 350

Horas tras el inicio de la terapia

Figura 4. Ejemplo de cinética viral en un pacientgue recibio 3
MU/dia de IFN alfa. La disminucion de la carga \at siguié un
patrén bifasico, con una primera fase de descengpido en las 48
horas iniciales, seguido de una segunda fase masdey mantenida a

partir del segundo dia.
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La prediccién de respuesta viroldégica sostenida SR la
terapia combinada con IFN-peg y RBV ofrece numerasmtajas, ya
gue ayuda a seleccionar los pacientes e indivithralos regimenes de
tratamiento, lo que permite optimizar resultadogedqucir costes. Es
por ello por lo que a la hora de iniciar un tratambd antiviral, es
preciso elaborar una estrategia terapéutica eridiurde una serie de
factores, algunos de los cuales dependen del pnpis (como el
genotipo y la carga viral), y otros exclusivamea paciente (estadio
de la fibrosis, el estado inmunitario, la edadrdaa y los factores

asociados con el sindrome metabdlico).

Ademas, es importante conocer las distintas maatddisl de
respuesta al tratamiento para decidir qué dosiséydyracion se ha de
mantener. La respuesta al tratamiento se defindinseagiterios
bioquimicos entendidos por la normalizacion de tlamsaminasas,
segun criterios viroldgicos considerando la ausedel ARN-VHC, y
segun criterios histolégicos valorados por la maj@an el indice de

actividad inflamatoria hepética.

« Evaluacion de la respuesta tras 4 semanas de trat@nto: la
respuesta virologica rapida a la semana 4 de tratamn(RVR-
4s) se define como ARN-VHC indetectable en estaf® y se
ha reconocido como uno de los factores predictid®sRVS

independientes mas importarifésbla 2).
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» Evaluacion de la respuesta tras 12 semanas de trateéento:
durante muchos afios, la respuesta virologica préRyP),
definida como la disminucién de la carga viral 216 o ARN
indetectable en la semana 12, se ha utilizado carpoincipal
factor para tomar decisiones acerca del tratamie@® ha
demostrado que en pacientes infectados con el igenbtdel
VHC que han presentado una RVP parcial (descenkm:2
pero con ARN detectable en la semana 12) lograpanRYS
en un 17-29% con IFN-peg/RBV durante 48 semanas,
beneficiandose este subgrupo de pacientes “resgorete
lentos” de una ampliacion de la duracion del traato
combinado a 72 semarfa8{tabla 2).

» Evaluacion de la respuesta tras 24 semanas de trat&ento:
los pacientes que cumplen criterios de RVP perongguatienen
niveles de ARN viral detectables en la semana 2dlcanzaran
RVS en el 98-100% de los casos, por lo que se recada la
interrupcion del tratamiento en esta situatiiabla 2).

De forma global, se define como RVS la ausenciaRN del
VHC a los 6 meses y normalizaciéon de las transasaméanto al final
del tratamiento como a los 6 meses de seguimienggar una RVS es
sindbnimo de curacion, ya que se produce una mepauigatina de la
lesion hepética y desaparece el riesgo de desariadmplicaciones
relacionadas con la hepatitis C. La respuesta eomnida se define

como la normalizaciéon de los valores antes citaalogérmino del
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tratamiento, pero con reaparicion del ARN en eltrmdrsemestral. Los
no respondedores (NR) se definen como aquéllospgesentan una
caida de menos de 2 logaritmos en los valores d¢-¥X\RC durante
las 12 primeras semanas de tratamiento y/o lagpensia del mismo a

partir de la semana 24 de tratamiéf{tabla 2).

Tabla 2. Resumen de las fechas clave en el seguitoiedel

tratamiento

Semana 4 [ ARN-VHC-vo: RVR-4s 24 semana

-

Nula :disminucién S d
L <2loa10:NR uspenaer

Semana 12

Parcial: disminucién

| >2l0010 v ARM-VHC 24 semana

_
Completa: ARN-VHC —

L vo: RVP 48 semana

_
ARN-VHC - vo 48 semana

Semana 24

-
ARN-VHC + vo:
RECAIDA

Suspender

-

=
ARN-VHC -vo Fin tt°
Semana 48 L y Semana 72

-
ARN-VHC + vo:
L RECAIDA

Fin tt°

“
ARN-VHC —vo :

Semana 72

-
ARN-VHC + vo:
| RECAIDA
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En pacientes que portan el genotipo 1, previamentgatados
(naive) el tratamiento combinado con IFN-peg y RBdhsigue una
RVS del 50-55%. Esta tasa de respuesta dependarids factores que
luego veremos. Los genotipo 2 y 3 consiguen usa e RVS
alrededor del 80%, y con menor tiempo de trataroféil Los
pacientes no respondedores a tratamientos prewaos irerferon
convencional en monoterapia o0 combinado con RB\$gm&n unas
tasas de RVS al tratamiento estandar actual de &iny 212%

respectivamenf&>°

El cumplimiento terapéutico es fundamental en egsusentes,
ya que si no reciben al menos el 80% de la dogimina tasa de RVS
desciende de forma significativa. La tendenciaaas a individualizar
cada vez mas el tratamiento ya que el beneficicalo afecta a la
vertiente econdmica, sino también a la correctasidh al tratamiento

y a la minimizacion de los efectos adversos debhmis
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1.6 FACTORES PREDICTIVOS DE RESPUESTA AL
TRATAMIENTO ANTIVIRAL

Los factores de respuesta a la terapia antivirdadefeccion
por el VHC han sido ampliamente estudiados. Se gabéentervienen
los factores relacionados con el propio virus (@avgal, genotipo,
cuasiespecies y mutaciones); factores relacionados el tipo de
tratamiento y la adherencia al mismo; factorescrefeados con el
huésped (edad, sexo, etnia, habitos toxicos e inologia) y con la
enfermedad (grado de fibrosis, cirrosis y coinféadyIH).

1.6.1 Factores relacionados con el virus

1.6.1.1 Genotipo

Segun los ensayos clinicos, el genotipo y desuéarba viral
basal son los factores prondstico mas importaneedadRVS. El
genotipo es el que mas importancia tiene, tantaauegue la dosis de
IFN permanece fija, la duracion del tratamientoaydbsis de RBV
variaran en funcién del genotipo. Ya en los prirsegstudios con IFN-
estandar y RBV se demostrd que los pacientes awotige 1 eran mas
resistentes al tratamierito Hasta el momento actual no existen
suficientes datos para conocer la duracion Optielatrdtamiento en
cada una de las diferentes situaciones que puedeserpar los

pacientes, aunque si se han consensuado algursegas.
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En lineas generales, las indicaciones estableeiasianto a la
duracién del tratamiento son que los genotipo3&g trataran durante
24 semanas y con 800 mg de RBV; mientras que ecash del
genotipo 1 la duracién del tratamiento sera de 48namas
administrando dosis maximas de RBV segun peso {Inff/dia< 75
Kg peso y 1.200 mg/dia > 75 Kg peso), aunque cadas® plantea un
tratamiento mas individualizado. En algunos paeemon genotipo 1
que negativizan el VHC a las 4 semanas (respuesiaapida o RVR-
4s) y que partian de una carga viral baja, se aqalaintear reducir la
duracion de la terapia a 24 semanas, aunque este &sna aun en
controversia ya que los estudios realizados sammiptetos y no estan
aleatorizados dependiendo de la presencia o aase@lciRVR; se
planted que en pacientes con respuesta incompheta semana 12,
pero que negativizaron la viremia en la 24, proswrgj mismo hasta la
semana 72 para disminuir las recaidas: estudiogentes han
demostrado la ineficacia de dicha prolongatidh Igualmente, en
pacientes con genotipos 2 y 3, que presentan uri®, B&ha intentado
acortar la duracion del tratamiento a 16 semanassiguiendo
resultados similares que en 24 sematds aunque esto Ultimo

también esta en controversia.

Los motivos de esta diferente sensibilidad al Is@&gun los
genotipos no se conoce bien. Recientemente se $talgdo que el
genotipo 1 es distinto de los genotipos 2 y 3 erslbios de corte de la
ribonucleasa L, encargada de degradar el ARN virdeémas, existe
una region de 12 aminoacidos de la proteina E2geebtipo 1 que

presenta una intensa homologia con el factor @&agion que permite

26



Introduccion
la actividad antiviral de la proteina PKR, lo q@&ia que el genotipo 1
fuese mas resistente al efecto antiviral del IF bps genotipos 2 y
3,

1.6.1.2 Carga viral

La gran mayoria de los estudios con IFN-peg hanod&ado
gue los pacientes con alta carga viral (> 600.0@D0.000 Ul/mL)
responden peor al tratamiento, de tal manera go®ocya se ha
mencionado previamente, en pacientes genotipo latpamzan una
RVR podria acortarse el tratamiento si presentanhaja carga viral
basal, ya que en este grupo se mantendrian infastassibilidades de
curacion. Por otro lado, se ha observado reciemtentpie los paciente
con genotipo 3, que tradicionalmente se han coreidemas faciles de
curar, si presentan una carga viral basal elevadd®00.000 UI/mL)
obtienen una respuesta mediocre, inferior al 50%menhos casg$
Por tanto, estos pacientes han de ser considef@ifiodes de tratar”.

1.6.1.3 Cuasiespecies

Aunque los factores comentados son cruciales para |
erradicacion del virus, hay que tener en cuentaegiste una compleja
interaccion entre la variabilidad genética virdhyespuesta inmune del
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paciente que puede condicionar la resolucion deféecion. Se sabe
qgue la infeccién por el VHC induce una respuestauime celular y
humoral, pero generalmente es insuficiente paradear al virus o
prevenir su reinfeccion. Esto indica que la vaftidad genética viral es
muy importante en la resolucién de la infeccionadte la terapia
antiviraP’. La aparicién de mutaciones en el genoma virajesgomo

consecuencia de varios procesos:

* La rapidez de la replicacion viral y la incapacidilla ARN
polimerasa viral para corregir errores introduciéomsel genoma del
VHC favorecen la aparicion frecuente de mutantasdgecas. Esta
variabilidad es la causante de que el VHC circumidaesangre como
una poblacion de variantes genomicas que difieeerladsecuencia
original de nucleodtidos entre un 1% y un 5%, demawaias
cuasiespecies. Una gran cantidad de estas varianiss pierden su
capacidad de replicacion (“catastrofe de error®),farma que la gran
mayoria de mutaciones que aparecen son letal@sgpersto transmite
la nueva informaciébn genética a su progenie, y pasticulas
infecciosas mejor adaptadas son seleccionadassenabsu capacidad
de replicacion.

e La presion inmunoldgica del paciente también pysdeocar
la aparicion de distintas poblaciones virales daerde un mismo
individuo, mecanismo que utiliza el virus para @scade esta presion
inmune, lo que condiciona que la enfermedad ewvohgcihacia la
cronicidad®. Este proceso suele ocurrir en los primeros estadi la

infeccion, es decir, antes de comenzar con elntiatzo antiviral.

28



Introduccién

e La presion del tratamiento antiviral también indlec@paricion
de mutaciones. Por un lado, favoreciendo la ageride nuevas cepas
virales (cuasiespecies) resistentes al tratamigntpor otro, como
mecanismo para interferir en la replicacion viia hecho, una de las
hipotesis del mecanismo de accion de la RBV esagtiga como un
factor mutagénico de ARN, provocando la llamadadstofe de error”

en las particulas viral&s

Hay que matizar que la aparicion de estas nuavaaciones se
producen mayoritariamente en la region hipervagidbl y E2 del
genoma viral, lo que da lugar a una gran variadiligenética dentro de
un mismo individuo. Sin embargo, esto no impide @p&arezcan
mutaciones en otras regiones del virus, como sorelgiones NS5A y
NS5B, mutaciones que han sido intimamente reladesacon la
respuesta al tratamiento antivitalEn la clinica tiene una gran
importancia el numero de mutaciones de la secuenaigritaria del
genoma viral de dichas regiones. Si bien, el narderouasiespecies se
correlaciona inversamente con la RVS (a mas cahtidacuasiespecies
menor RVSF>®! el nimero de mutaciones en NS5A (sobre todosn la
regiones ISDR (o region determinante de la seidauilal IFN) y en la
PKRBD) se correlaciona positivamente con la RV$néyor numero
de mutaciones en NS5A mayor tasa de RVS)Si la secuencia
mayoritaria del virus esta conservada en estagmegide la proteina
NS5A (virus salvaje con pocas 0 ninguna mutacidog, pacientes
serian resistentes al tratamiento con IFN, lo gmelae clinica se
corresponderia con los no respondedores (NR). Ebiocaen los casos
de mayor nimero de mutaciones en esta region,rat yierderia su

mecanismo de resistencia al IFN y se produciridR\&5. Asi, la
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proteina NS5A se ha convertido en una proteinarde ignportancia
por su valor prondéstico en la respuesta al tratatmiantiviral.

1.6.2 Factores relacionados con el tipo de tratammeo y la

adherencia

Esta demostrado que los pacientes que cumplematahtiento
tienen més posibilidades de presentar una®R\lemas, las tasas de
RVS son mucho mayores cuando se combina el IFN¥patg al IFN-

estandar.

Aunque el consumo de alcohol no es una contranofio
absoluta para el tratamiento, esta demostradoaguleelbedores activos
de mas de 80 g/dia tienen una peor respuestaaniivirales, ya que
disminuye la adherencia a los farmacos y el alcaftelrfiere con la
accion antiviral del IFRF® La mayoria de los ensayos clinicos
excluyen a los consumidores de alcohol y se eXigeeaos de 1 a 2
afos de periodo de abstinencia, aunque nuncaisgdstigado a fondo

cual es el periodo minimo necesario.

Durante el tratamiento los pacientes estan sonsetduaultiples
efectos adversos que obligan a modificar la dosisial de los
farmacos. Algunos de ellos son muy frecuentes yeapa al inicio del
tratamiento, como la fiebre, la fatiga, el cansanda astenia,
irritabilidad, insomnio, caida del cabello... aunegsta sintomatologia

pseudogripal producida por el IFN mejora con pdeaoel y
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desaparece a las pocas semanas del tratamientoreSpecto a la
RBV, es relativamente frecuente la anemia, y mé&@rante otros mas
graves como la supresion de la meédula o6sea (len@opy
plaguetopenia), que obligan a reducir su dosis §1@%incluso

interrumpirlo (5%).

1.6.3 Factores relacionados con el paciente y c@andnfermedad

En cuanto a los factores del huésped que influyenlas
posibilidades de curacibn pueden agruparse en igesét
(polimorfismos, raza), ambientales (consumo dehaljp metabdlicos
(resistencia a la insulina, obesidad, esteatosd¢mograficos (edad,
sexo); también hay factores inherentes a la prepiermedad como la

fibrosis.

1.6.3.1. Edad, sexo, etnia

Por lo general, tener una edad inferior a 40 ap@sentar una
duracién corta de la enfermedad, ser mujer y neuwoir alcohol son

factores que se han asociado con mayores tasasaéon.

El papel del consumo de alcohol per se no influyecthkmente
en la posibilidad de curacion, pero disminuye emglimiento del
tratamiento y en estos casos se detecta una massde RVP©La
juventud y el sexo femenino se asocian con una mé&msa de

resistencia a la insulina y obesidad. El papebdsobrecarga férrica no
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estd completamente aclarado. La sobrecarga féascacomin en
pacientes con HCC y se ha asociado al sexo mascuadamsumo de
alcohol y una mayor fibrosis e inflamacion. Ni laalizacion de
flebotomias previas al tratamiento antiviral ni dancentracion de
hierro en el higado se relacionan con la positilida curaciéff. La
raza ejerce un efecto importante sobre las pasdoiés de curacion, de
forma que en pacientes con genotipo 1 la RVS dsldk en pacientes
caucasicos que en afroamericanos, aunque estardiferde respuesta

no se observa en pacientes con genotipo®.0 3

Al analizar la repercusion de los principales feeto
metabolicos implicados en la posibilidad de cunadé la hepatitis C,
se ha encontrado que el perimetro de cintura, tilemnancia a la
glucosa, el indice de masa corporal, la esteagdsidibrosis hepatica,
asi como la hipertension arterial, eran mas freeseen el grupo de no
respondedores a la terapia combinada con IFN-gRBW®. Todo ello
avala que el sindrome metabdlico tiene un papeldoental en las
posibilidades de curacion, por lo que la Rl conmmmdfeeno metabdlico
clave en este sindrome estd involucrada en esa dalt respuesta

terapéutica.

1.6.3.2 Fibrosis

La fibrosis desempefia un papel importante en léitidad de
alcanzar RVS. Aparece como una variable indepetaiean la

prediccidn de respuesta en pacientes tratadoserapid combinada,
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tanto cuando se compara cirréticos frente a ndtaos, como al
analizar el impacto de la velocidad de progresiénla fibrosis, de

forma que los fibrosadores rapidos presentan ummniasa de RV,

1.6.3.3. Sistema inmune

El conocimiento de la patogénesis de la infecciémica por el
VHC es fundamental tanto para la determinacion da terapia
antiviral exitosa como para encontrar una vacuha. infeccion por
VHC y su curso dependen del equilibrio entre la t@es replicacion del
virus y la rapidez, especificidad y eficacia dedspuesta inmunoldgica
del huéspe¥ %A diferencia del VHB, el VHC es un virus que evadle
reconocimiento inmunolégico eficaz o inhibe la resgia
inmunologica del huésped a través de mutacionesties antigénicos
gue pueden ocurrir bajo presién selectiva duraamteespuesta de los
linfocitos B o T, y asi servir como un mecanismaapastablecer la

persistencia del VHE >

Se sabe que inmediatamente después de la infepabrel
VHC, éste se replica eficientemente induciendortalpccion de IFNs
tipo 1. Sin embargo, el rapido incremento en ldicepion viral no es
reconocido de forma eficiente por la respuesta memadaptativa y
después de un intervalo corto, la carga viral seementa y persiste en
la mayoria de los individuos infectados llevandaurga infeccién
crénica y al dafio hepético subyacéhfé Se considera que este

fendmeno tiene una naturaleza inmunolégica, quelueva tanto a
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linfocitos Tc, como a un mecanismo indirecto quelioa la sintesis de

citocinas que son inducidas por el VHE ™

De forma general, varios estudios han agregadoomeepto
importante con respecto a que la inmunidad innadaptativa no son
dos mecanismos de defensa separados, sino queesstdchamente
interconectados uno con el otro, y determinan sultado a la
infeccién por organismos patégefits ®"°Asi, la inmunidad innata,
gracias a sus mecanismos efectores rapidos, no méhtede a la
inmunidad adaptativa, sino que ejerce un importeotgrol en el tipo y
la calidad de la respuesta dada por los linfoditgsB. Es notable que a
pocos dias de la infeccion primaria la defensaet® é la inmunidad
innata que se basa en la respuesta eficaz de cdlujae requiere de
tres a cinco dias, mientras que la respuesta dnl@pfproduccion de
anticuerpos) necesita mas de una semana. Los reewEi
inmunologicos innatos pueden controlar las infaoeso antes de la
intervencion de la inmunidad especifica; por camsigte, los primeros
pueden terminar con la mayor parte de las infeesiaque se contraen
antes de manifestar la enfermedad y la iniciaciénlal respuesta

especifica.

Se sabe que la respuesta inmune a cualquier iafeedial se
compone de una respuesta inespecifica a cargo ldeascésesinas
(NK), polimorfonucleares (PMN) y macrofagos que sevastde forma
no especifica, y proporcionan el tiempo suficiemtelas células
presentadoras de antigeno (CPA) para procesardésinas virales y
presentarlas a las células B, linfocitos Th y @dulc (Figura 5). En

muchas infecciones virales, los linfocitos B praglu@nticuerpos que
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pueden aclarar el virus de la circulacién y protegjehuésped de una
eventual reinfeccién. Mediante receptores espesifsituados sobre la
superficie de los linfocitos T, las células Th mesoen péptidos virales
que derivan de la fagocitosis y protedlisis y qoe gresentados a
través de moléculas del complejo mayor de histoetitmfidad (MHC)

de tipo 1F83

Tras la activacion de receptores especificos déiffixcitos T,

las células Th activan la diferenciacion e indaactde células B y

Células B memori|
4
A CMH clase Il s

+ antigeno

estimulan a los linfocitos Tc especificos contrairls.
\;'-iéspuestaTm =
(IFN-y, IL-2, TNF-ar) Respuesta Células B

‘ -
Células T\ (L4 IL-10)
CD4'~ ﬁ

CD8
LN
\ Liberacién de

CMH clase | )\ k
+ antigeno Citdlisis directa_ citocinas Anticuerpos
itdlisis directa Aneutralizantes
- 'y :jnalxct_ivacién * * *
Hepatocito el virus o0
o® °®
[ J

Figura 5°°% Activacion del sistema inmune tras una infeccidiral.
Tras una defensa inicial inespecifica mediada porKNPMN vy
macrofagos. Las CPA internalizan viriones por endlosis, procesan

las proteinas del virus y presentan péptidos antigés junto al
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complejo mayor de histocompatibilidad de tipo Il f\C clase Il). Las
células T CD4+ cooperadoras reconocen los antigeassciados al
MHC clase Il y secretan citocinas que regulan latacdad de las
células T CD8+ y la produccion de anticuerpos posllinfocitos B.
Las células T CD8+ pueden reconocer antigenos deliss que se
presentan en la superficie celular de los hepatositinfectados junto
con moléculas del complejo mayor de histocompaitlaitl de tipo |
(MHC de tipo I). Las células T CD8+ pueden controli replicacion
viral mediante histolisis de células infectadas, onediante
mecanismos no citotdxicos secretando citocinas oaetivan al virus

intracelularmente.

Se distinguen dos tipos principales de células eaajoras: Th
y Thy (T-helper 1 y T-helper 2 respectivamente). Trasatiocontacto
con el antigeno mediante las CPA, los linfocitos4€D'h, secretan
citoquinas de tipo 1 como el IFN-gamma, la intesiea 2 (IL-2) vy el
factor de necrosis tumoral (TNF-alfa), mientras das linfocitos
CD4+ Th, secretan citoquinas de tipo 2 como IL-4 e IL-Lha
respuesta dominada por citoquinas de tipg fakiorece la inmunidad
celular antiviral dirigida por células T CD8+ y glds NK, mientras
gue una respuesta CD4+ dominada por citocinasnhibe la respuesta
Th, y favorece la produccion de anticuerpos por Iofotitos B. Los
anticuerpos especificos para VHC son, por lo cordéatectables entre
las siete u ocho semanas después de la infeccadfuncion de estos
anticuerpos en la proteccion ha sido cuestionadgupao previenen la
reinfeccidbn y no correlacionan con resultados fablas. Varios
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estudios han puesto de manifiesto que el tipo tieinas secretadas
por estas células T CD4+ especificas desempefpapgi relevante en
la evolucion de la infeccion aguda. Asi, una resfueCD4+
caracterizada por la secrecion de citocinas dg sehasocia con la
infeccién aguda autolimitada, mientras que la s@@nede tipo Th se
asocia con el curso a la croniciffad.

Mediante MHC de tipo I, los linfocitos citotoxico€D8+
reconocen los péptidos virales que han sido prdossg sintetizados
por las células infectadas. Este encuentro produt® respuesta
especifica consistente en la lisis de las céluiteciadas por el virus
mediante varios mecanismos: por citotoxicidad tiremduciendo la
formacion de poros en la membrana de las céluasadnediante la
secrecion de perforinas y serinproteasas en ksufprs; o de forma
indirecta, liberando mediadores proapoptéticos coshoTNF-alfa.
Estas células CD8+ especificas del antigeno tanphiéden inhibir la
replicacion viral mediante mecanismos no citop&ticcrementando
las concentraciones de citocinas antivirales, camoel modelo de

infeccién por el VHB.

Debido a que el VHC causa con frecuencia una iidacc
cronica  clinicamente  silente en  pacientes  congidsra
inmunocompetentes, lleva a pensar que es capdndie a repuesta
inmune eficaz por parte del huésped. Los mecanismediante los
cuales el VHC desarrolla una infeccion de forma ter@da no estan
actualmente definidos. Se considera que si ocuna respuesta
insuficiente o inadecuada de células T (CD4+ y OD#specificas del
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virus, el ARN-VHC persiste en células T hepaticgijacion que se
observa aun en aquellos individuos que alcanzan neésauesta
terapéutica con una inhibicion viral consideradancosostenida. El
VHC ha desarrollado varias estrategias para eseaparerradicacion
mediada por las células T, que incluye interferin da via de
presentacion de las moléculas del MHC de clasel Ihdésped o
teniendo un “escondite” en células a las que lka fa expresion de las
MHC clase {2

Respuesta inmune humoral

El VHC puede desarrollar una infeccion cronica sapele una
respuesta inmune humoral y celular contra las prasevirales. El
virus puede escapar a la respuesta humoral saédica de infeccion y
replicacion viral no permite que los anticuerpopeesficos frente al
VHC producidos tras la infeccion primaria lo neliten por completo.
Aunque los anticuerpos especificos frente al VHEdem interferir en
la entrada viral hacia las células del huéspedspmigar el virus para
su eliminacion por los macréfagos, no son capa&<loninar la
infeccidn de las células ya infectadas. Adema¥,H posee una alta
tasa de mutacion, especialmente en la region tapable que codifica
las proteinas de la envoltura que podrian ser oeidas por los
anticuerpos neutralizantes (anticuerpos que podriase y eliminar al
virus). Varios estudios han demostrado que la estpu inmune
humoral puede seleccionar variantes del VHC conbe@asnen su

secuencia gendmica que le permitan escapar deigeicoiento por los

38



Introduccion
anticuerpo® . De este modo, la progresién hacia la cronicielada
infeccion por el VHC es muy probablemente un progesiltifactorial

que depende de distintos aspectos de la interaetidshuéspet!.

Respuesta inmune celular

La respuesta inmune celular probablemente juegueapel
importante en el prondstico de la infeccion por Vid€bido a su
capacidad para reconocer y eliminar los virus decédulas infectadas.
La mayoria de los estudios se han centrado ensfauesta inmune
frente antigenos especificos mediada por los littfecl helper CD4+

y los linfocitos T citotéxicos CD8Y.

Debido a que la mayoria de las infecciones agudessarnp
desapercibidas, los estudios inmunoldgicos se haadm en pacientes
con infeccion persistente por VHC que no han sejmaces de aclarar
el virus. Unicamente algunos estudios han analizedoespuesta
inmune durante la fase aguda de la infeccion. Bstbsdios sugieren,
como se ha comentado, que la respuesta de lozitodoTh y Tc
difiere entre pacientes que se recuperan de lacdidie y aquellos que
desarrollan una infeccién créonféaMas importante adn, las secuencias
virales que son reconocidas con mayor frecuencigeyeran una
respuesta inmune mas intensa por parte de losciiofo T, apenas
varian entre los distintos genotipos. Ademas, msicieoestos péptidos

virales frecuentemente reconocidos se unen comafifidad a distintas
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moléculas del MHC tipo IlI, sugiriendo que estas dame ser
eficazmente presentadas por pacientes con diferdmatglotipos. Asi,
estas secuencias virales podrian ser estudiadasan@sdo para el

desarrollo de tratamientos curativos o vacunasaahtvHC.

La respuesta celular contra el VHC podria verserinipida
por distintos mecanismos. En primer lugar, el VH@uice una débil
respuesta defensiva en pacientes que han desadorallza infeccion
cronica. En la sangre de pacientes con HCC, ladamhtle precursores
de células Tc que son especificas para péptidadesires bastante
inferior a la que existe para los virus de la ieflma o el
citomegalovirus. Las razones que explican estdivaldebilidad de la
respuesta inmune son por el momento desconocidasebho, una
inmunosupresion o una inmunotolerancia hacia latepras virales no
son las causas que explican la persistencia defdacion, ya que la
mayoria de los pacientes cronicamente infectadtigaacrespuestas
inmunes normales contra otros agentes virales.nEfemento de
mutantes virales o cuasiespecies con variacionés skcuencia en los
epitopes de las células T puede contribuir a laempa ineficacia de la
respuesta inmune mediada por células. Igualmeatia, vez se sostiene
con mayor fuerza la idea de que mdltiples protenrases como la del
core, E2, y NS5A, interfieren con la respuesta ineatFinalmente, la
respuesta inmune celular puede considerarse undemable filo. Una
respuesta inmune ineficaz para aclarar la infecei@l puede ser mas
dafina para el higado, causando inflamacion crgnitras varios afios,
fibrosis hepética y cirrosis. Los trabajos realachasta la fecha
implican la respuesta inmune celular como la resalole de la lesion

hepatica inflamatoria cuando no es capaz de canteblirus.
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La progresion hacia la persistencia viral y los amésmos de
lesion hepatica son, por tanto, consecuencia dephesl interacciones
entre el virus y el huésped. La identificacionakeVias de aclaramiento
inmunoldgico viral podrian contribuir al desarrolte una vacuna

efectiva y a la mejora de las terapias contraftecmon por el VHC.

1.6.3.4. Factores genéticos

Las moléculas del MHC fueron inicialmente descubgmpor
ser las principales responsables del rechazo d#gejrasplantados
entre individuos de la misma especsn embargo hoy sabemos que
las moléculas de histocompatibilidad juegan un lpapencial en la
respuesta inmunoldgica capturando y presentandtigeans a las
células T sin cuya funcidén seria imposible la defedel organismo
frente a todos aquellos microorganismos, princiealt® virus, que
consiguen entrar en las células de cada indivi@golocalizan en la
superficie de las células de las distintas espemisales y en el
humano se denominan antigenos HLA (Antigeno Letmoai

Humano).
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1.6.3.4.1. Estructura y distribucion tisular de lagmoléculas de
histocompatibilidad

Segun su estructura, las MH se dividen en dosdgsagrupos:
moléculas de clase | y moléculas de clase Il. eElds primeras se
encentran las moléculas clasicas de clase | queos@sponden con
los antigenos HLA-A, B y Cw y las moléculas no idas entre las que
se encuentran HLA-E, F, G y CD1. Las moléculas Hlase Il pueden
ser HLA-DR, DQ y DP. Se encuentran codificadas pegiones
genéticas distintas dentro del MHC y desempeiaimtis funciones

inmunologicas:

. Las moléculas HLA de clase Ise hallan constituidas por dos
cadenas polipeptidicas: una cadena pesadale mayor tamafio,
glicosilada, que se encuentra asociada mediangragdiones no
covalentes a una cadena ligerapda-microglobulina, que es idéntica
en todos los individuos de la misma especie y s@esa en el
cromosoma 16. Por tanto, no es polimorfica en a@nlire. La
B-2-microglobulina muestra una fuerte homologia eetfién constante
de las inmunoglubulinas Es una proteina que, addmascontrarse en
la superficie celular, se aisla en el suero a wmaentracion de 2 mg/l.
La cadena pesadaes altamente variable entre individuos de la misma
especie, siendo la responsable del polimorfismigé@mto de estas
moléculas. En ella se distinguen tres zonas bidimidas, una zona

extracelular de mayor tamafio en la que se en@arelds determinan-
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tes antigénicos de la molécula, una pequefa regasmembrana,
hidrofoba, y finalmente una region intracitoplasicgatde unos 35
aminoacidos. La zona extracelular se halla orgdaizm tres dominios
de aproximadamente unos 90 residuos cada uno, degaosa-1, o-2
y a-3 mantenidos por la existencia de puentes intaeaios. Los
dominios a-1 y a-2 constituyen regiones de contenido variable en
aminoacidos mientras que el dominia-3 es bastante

constant&(figura 6).

Las moléculas de clase | se encuentran presentiesneayoria
de las células  nucleares del organismo, aungus®n detectables en
el endotelio corneal, glandulas de Brunner duodsnairofoblasto
velloso o neuronas del sistema nervioso cefitralSe detectan en
niveles mas bajos en tejido endocrino, miocardio myisculo

esquelético.

* Las moléculas HLA de clase llson glicoproteinas que se
encuentran en la superficie celular. Estan formmgua dos cadenas,
ambas con un dominio transmembrana, denominadasaad pesada
y cadenap O ligera, asociadas entre si mediante interacsiae
naturaleza no covalente. Ambas se encuentran cadis por genes
situados en el MHC vy tienen una organizacion semejaEstan
constituidas por dos dominios extracelularesl y a-2y f-1yp -2
en cada una de ellas, un dominio transmembrana rp ot

intracitoplasmatico(figura 6).
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La expresion de las moléculas de clase Il se etreuéimda-

mentalmente en las células presentadoras de amtgemcrofagos,
monocitos, linfocitos B y cuando estan activadgwshién en linfocitos
T y NK, células dendriticas, y células de Langeshafambién se

encuentran en progenitores hematopoyéticos, célelasémicas y
células de diferentes tipos de tumdfés

MOLEZULA CLASEL MOLECULA CLASE ]

Wb ctopdeonmitios

S

,.um-ng

Figura 6. Estructura de las moléculas de clase lly
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1.6.3.4.2 Genética del complejo mayor de histocomzlidad
(MHC).

Los loci genéticos que codifican estas molécutasreuentran
agrupados en el genoma en una region denominada, Mt en el
humano contiene al menos 50 genes distintos y &@m ®n el
cromosoma 6. Este grupo de genes se encuentraizagarde forma
diferente en las distintas especies, conociéndase precision la
organizacién genética del MHC en el hombre. Estadre contiene

multiples genes que se expresan y genes que no.

Entre los de clase | se encuentran los genes aplican las
cadenast de los antigenos HLA-A, HLA-B y HLA-C y entre lake
clase Il se encuentran los pares de genes quecardids cadenasy
B de los antigenos HLA-DR, HLA-DQ y HLA-DP. La régi lll
contiene genes que codifican proteinas del compitam€actor B, C2
y c4 y el citocromo P-450 y la 21-hidroxilasa (figwr).
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Zenes HLA

Cromosoma 6

HLA clase IT HLA clase III HL A clase I

~ &

Reconocimiento
inmunoldgico

Figura 7. Genética del MHC

La region genética de un cromosoma que contienesttas
genes HLA (a excepcion de los que codifican |la-Betaicroglobulina)
se denomina haplotipo HLA. Asi pues, un haplotidoAHncluye los
genes clase I: HLA-A, HLA-B y HLA-C y los genes séall: HLA-DR,
HLA-DQ y HLA- DP y otros loci que codifican moléad implicadas
en el procesamiento de péptidos y posterior prasgmt en la

superficie celular.

1.6.3.4.3. Polimorfismos genéticos del HLA

El MHC es poligénico y los genes que lo constituygem
codominantes y polimdrficod.os distintos loci del complejo MHC
estan estrechamente ligados. En cada especie ddematos distintos

loci del MHC son muy polimoérficos, es decir, cadaus concreto del
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complejo MHC posee multitud de variantes alélicantb de las
poblaciones naturales de cada especie.

Se han descrito mas de mil alelos para HLA clasenas de
500 para clase Il. Cada individuo hereda un juegMHC del padre y
otro juego de la madre, cada uno con sus distaies. Cada juego
completo de alelos heredado de un progenitor sendiea haplotipd™
% Por tanto, los individuos de cada generacion efetientes de los
parentales suelen ser heterocigotos en multipesied MHC. Los dos
alelos de cada locus son de expresion codomingate tanto, un
individuo heterocigoto para los distintos loci MHC expresara en sus
células al mismo tiempo los dos tipos de variamtiédicas de cada
locus. No obstante, existen zonas muy conservgu@sticamente
idénticas en todos los individuos y zonas altamemtgables. Cada
especificidad definida en la superficie celularresentaria un alelo

diferente a nivel gendmicd

Las moléculas de HLA clase | muestran un gran pmofiismo.
La frecuencia de los alelos en una poblacion vaegin el grupo
étnico. Por ejemplo, el HLA-A2 es encontrado en4BP de los
europeos caucasianos pero en negros africanceclzeficia es solo del
20%. Al contrario, el HLA-Bw52 esta presente en20l5% de la
poblacion japonesa y es del 3% en los caucasid®snas, en una
misma etnia la frecuencia alélica varia dependiatelta localizacion

geograficd®.
Las bases estructurales del polimorfismo alélicom tsédo
dirigidas por comparacion de secuencias proteicagheotidos de mas

de 100 alelos reconocidos de los loci HLA-A HLAYBHLA-C. El
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polimorfismo se debe predominantemente a cambidsoatidicos en
los dominiosa-1 y a-2 de la cadena pesada. &B y la region
transmembrana son también polimorficas pero menoskste
polimorfismo alélico es funcionalmente importante oyigina las
diferencias de la respuesta inmune restringida HoA . La
sustitucion de algunos aminoacidos es suficientea palterar la
serologia y el reconocimiento de las células T. &omparacién de
secuencias es posible determinar la distribuciofieguencia de la
sustitucién de nucledtidos que resultan en un cameiaminoacidos y
sustituciéon de nucleétidos que no causen un camdiaminoacidos

(silenciosas). La mayoria de sustituciones-&n son silenciosd%

Esto implica que las variaciones en las secuenclas
aminoacidos de la porcién de unién al antigenoedscsionado por
evolucion, probablemente porque confiere una vantapcional en
cuanto que genera diferencias en la respuesta mnitlnrnimero de
alelos de clase | en el hombre hace posible generarrespuesta
inmune efectiva contra una gran variedad de armgeRrtrafios. Varios
mecanismos genéticos estan envueltos en la gederade la
diversidad. Sustituciones nucleotidicas o0 mutacgqnentuales forman
las bases de la diversidad. La comparacion de dasescias de
humanos y chimpancés en genes de clase | muestria aqoayoria de
estas mutaciones son muy ancestrales y se originantes de la
divergencia de las lineas humana y chimpancé hacenBlones de
afos. Todo esto crea un gran obstaculo para Ispldrges e injertos

entre individuos de la misma especie.
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Por tanto, el alto grado de polimorfismo del MHC wsa
respuesta evolutiva para optimizar la proteccionlade especies de
vertebrados frente a los distintos y variados noiganismos
patogenos. Como cada molécula de MHC reconocerprgémente un
determinado repertorio de epitopos, esto influydaeralidad de la
respuesta a la infeccion, o a las células tumarklete polimorfismo es
el resultado de un largo proceso evolutivo ejer@do la presion de
distintos agentes infecciosos, y que han contrib@da creacion de
nuevos alelos, algunos como resultado de mutacigneguales,
mientras que otros proceden de la combinacién dmieseias
completas entre diferentes alelos, bien mediante ptoteso de
recombinacion génica o bien mediante el procesoorderado
conversion génica, segun el cual una secuencigeesptazada por otra
semejante de un gen homéldgoLa recombinacién entre alelos del
mismo locus parece ser el mecanismo mas frecuentenuilizado
para la creacion del polimorfismo y asi muchos oaletliferentes
pueden proceder de procesos de recombinaciéndepetipartir de un
pequefio nimero de genes ancestrales. La existdacéste proceso
evolutivo apoya que el polimorfismo es esenciahparfuncion de los

antigenos de histocompatibilidad.
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1.6.3.4.4 Relacion HLAy VHC

La mayoria de las células infectages virus exhiben
péptidos antigénicos en la superficie de sus membrgplasmaticas
asociadas al HLA, que son reconocidos por las alil citotoxicas
(Tc) mediante su receptor TCR. De esta forma seodédo demostrar
en animales, que las células Tc que reconocen piotip HLA
determinado pertenecientes a un animal infectado upovirus se
sensibilizan para destruir las células infectaddis. embargo, son
incapaces de lisar células que tienen un haplalifgvente infectadas
por el mismo virus. Este fenOmeno se conoce conmogicidad

restringida por el haplotipo o de modo mas gengresiriccion MHC.

No existen evidencias de que el VHG sbrectamente
citopatico. Por el contrario, la patogénesis de@GC estd mediada por
la respuesta inmunitaria frente a antigenos viradssdecir, por la
activacion de los linfocitos Tc. Los linfocitos T@D8+ reconocen el
complejo “antigeno viral-molécula HLA de clase Kpeesado en la
superficie de la célula diana, activandose y pastaente destruyendo
las células infectadas por histolisis directa o iargé induccion de
apoptosis, provocando un dafio histoldgico.
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Los genes HLA juegan un papel muy importante en la
fisiopatologia de la hepatitis C, ya que intervieeea la susceptibilidad
a la enfermedad, en la progresion de las lesiones ka respuesta al

tratamient¢®°10?

Hasta la fecha, lo mas estudiado ha sido la caitelaentre los
alelos HLA y el aclaramiento espontaneo de la ligpaiguda C,
siendo muchos los alelos HLA encontrados, en easbeati HLA-
DQB1*0301 y el HLA-DRB1*11 y el haplotipo DRB1*11-
DQB1*0301. De hecho hay un metanalisis publicadeeleafio 2005
con todos los trabajos publicados al respecto restamomento, que
demuestra que ambos alelos estan relacionados |cadlagamiento

espontaneo viral, siendo los mas repetidos emtistpoblacioné®

Desde que se conoce que el IFN-peg tiene un eéetttairal
directo y que la RBV promueve una respuesta inmuediada por
citoquinas tipo | favoreciendo una respuesta iremwantiviral,
podriamos pensar que existe una asociacion erdrealacteristicas
inmunogenéticas del hospedador y la respuestéeaalpia antiviral del
VHC. Se sabe que la eliminacion del VHC y la pategés de esta
enfermedad se debe en gran medida a una fuerteestapque es
multiespecifica por parte de las celula¥’T Si existe 0 no una
asociacion entre las moléculas HLA y la respuestatiitamiento
antiviral con IFN se ha estudiado a nivel munditdsta la fecha, no se
ha encontrado una asociacion repetitiva y clareeemm determinado
alelo HLA y la respuesta, como ocurria en el casaaaramiento viral
espontaneo (HLA-DQB1*0301 y HLA-DRB1*11), con resulos
contradictorio dependiendo de la raza que se e{idi* Ademas,

estos resultados pueden variar en funcion de loesgeue sean
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evaluados y el método de genotipado. Unicamentecas HLA-DR
parece ser un factor inmunogenético relacionado laomespuesta al
tratamientd®®. Muchos de los estudios que estudian esta asomiaci
entre moleculas HLA y respuesta al tratamientovaatj usan IFN en
monoterapia o0 combinado con RBV, pero son muy pdossque
abordan al IFNpeg/RBY*%

1.6.3.4.5.0tros polimorfismos genéticos: I1L28B

Muy recientemente, un cambio de nucleé6tido simi@elP,
single nucleotide polymorphism), en rs12979860,ekrcromosoma
19913, se ha asociado fuertemente con la RVS d&ntiento con
IFN-peg y RBV en una cohorte de aproximadamenteé® 160ividuos
mediante estudios de andlisis de genomas masiWAG}’". Esta
variante genomica se localiza cerca del locus dd.28B, el cual
codifica para los IFNA o IFNs tipo lll. La variante es un cambio de
citosina por timina (C>T) en rs12979860. Estos slatmn sido
corroborados por otros autot®s®® De acuerdo con todos los
resultados obtenidos en estos ultimos meses, sdepado a la
conclusion de que este polimorfismo es el mejorcador genético que
predice la respuesta al tratamiento combinado IEQ/fRBYV, incluso
mejorando a los factores virales ya conocidos.
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Justificacion e Hipoteses

2.1. JUSTIFICACION E HIPOTESIS DE TRABAJO

La infeccién por el VHC constituye uroplema sociosanitario
de ambito universal. Como hemos visto, tanto ladofas virales
(genotipo, carga viral, etc) como los factores hiespedador (edad,
sexo, consumo de alcohol, respuesta inmune, e&jgoualterar la
historia natural de la enfermedad y la respuestgpéatica. El Unico
tratamiento que se ha mostrado eficaz frente aféedion es IFN-alfa
sélo o en combinacién con RBV. La tasa de RVS enpacientes
tratados con IFN-peg combinado con dosis maximaREBMe alcanza
hasta el 54% en el genotipo 1. La respuesta antiahto depende
fundamentalmente del genotipo y la carga viral, eambargo, hay
pacientes con el mismo genotipo y una carga viae@da que
presentan un tipo de respuesta diferente. La piosibi de que
parametros genéticos e inmunoldgicos puedan preldeoespuesta al

tratamiento ha despertado un gran interés

El IFN-alfa ademas de tener un efectoveat directo, presenta
una actividad inmunomoduladora que puede aumeataiedpuesta
inmune antiviral del paciente al aumentar la expredel antigeno del
MHC de clase |I. Muchos estudios han indicado quieraenados
genotipos HLA pueden estar relacionados con el radi@nto
espontaneo del VHC y que pueden modular de alguaaera la
gravedad de la infeccién provocada por dicho vitisexpresion del
MHC de clase | y Il en la superficie celular, queaeinducido por el
IFN-a, induce a que las células diana sean reconocidaslos

linfocitos Tc y las células NK. Por tanto, variawés en el genotipo
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HLA pueden jugar un papel muy importante en la wesa al
tratamiento con IFN-peg y RBV. Entre otros aspeoctsse alto grado
de variabilidad es debido a diferencias étnicas yhéterogeneidad

demografica.

Por tanto, ya que el genotipo HLA repnégeun marcador
antropolégico y muestra diferencias en los distirgoupos étnicos, se
deben intentar hacer estudios en los que la colderfgacientes sea lo

méas homogénea posible.

Llegados a este punto, son muchos legliest que relacionan el
papel de los polimorfismos genéticos de HLA concehtrol vy
aclaramiento del VHC durante la infeccién agudaoRen escasos los
trabajos y muy controvertidos, que relacionan egtdsnorfismos con
la respuesta al tratamiento con IFN y RBV en la HEE* De hecho,
en la revision bibliografica efectuada son pocos ti@bajos que
relacionen estos polimorfismos con el tratamiestaa con IFN-peg y
RBV conjuntament®>'%® Ademas, se esta estudiando el tipaje HLA
en relacion con la HCC en muchos paises de unaafgtobal y en
distintas razas étnicd§ pero son muy pocos los datos en Espafia, y
con una poblacion de estudio homogénea.

Por otro lado, como ya han descrito diverautores, el tipaje de
HLA debe de ser lo mas amplio posible (de altaluesan), para asi
poder determinar con mayor exactitud la relaciotreerfrecuencia
alélica y respuesta al tratamiento. Por tanto,l gmesente proyecto de

investigacion tratamos de confeccionar un “mapaiégeo que nos
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permita conocer qué tipo de pacientes respondeegor @ tratamiento
con IFN-peg y RBV.

La hipotesis de este proyecto es que existe una asociacion
positiva 0 negativa entre determinados genotipo# KLla RVS al
tratamiento con IFN-peg y RBV en pacientes con H§&dotipo 1

previamente no tratados.
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3.1. OBJETIVOS

e Principal

Valorar la influencia de los factoresngticos del paciente
(genotipo HLA de clase | y clase 1l) en la respaedttratamiento con
IFN-Peg y RBV mediante un estudio de cohorte rpgosvo.

e Secundarios
1.- Estudiar si los factores predictivos de respa (del huésped,
virolégicos y tratamiento) ya conocidos, se relaaio con la RVP y

RVS en nuestro medio.

2.- Estudiar si existe alguna relacién entre ebgipo HLA y la
carga viral con los distintos factores predictidesrespuesta.
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Pacientes y Métodos

4. PACIENTES Y METODOS

4.1. DISENO

Estudio de cohorte retrospectivo.

4.2. AMBITO DEL ESTUDIO

Hospital Universitario “San Cecilio” de Granada.

4.3. PACIENTES Y RECOGIDA DE DATOS

Un total de 277 pacientes con HCC genotipo 1, da bdanca,
espanoles, tratados con IFN-peg + RBMjue previamente no habian
sido tratados, fueron incluidos en este estudigospectivo. El
diagnostico de HCC estaba basado en niveles de &irientados al
menos durante 6 meses y la deteccion permanemtieserro de ARN-
VHC. Los pacientes no presentaban coinfecciéon catB,VVIH,
alcoholismo ni enfermedad autoinmune hepatica oudic por

farmacos.

Se realizaron extracciones de sangre: basal ydas tos meses
durante el tratamiento, asi como en los 6 mesesapa®miento. En
todas las muestras se procedio a la obtencioredalicuotas de suero,
almacenandose a -80°C; dos alicuotas fueron wd&z@osteriormente
para el estudio viroldgico y la otra para el deghimica. En la muestra
basal también se guardaron dos alicuotas de sadotake para el

genotipado de HLA clase 1y Il.

Los datos clinicos, bioquimicos, virolégicos, agimo los
parametros histolégicos basales, fueron recogidasia base de datos,

para su posterior analisis estadistico.
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El tratamiento consistié en la administracion1&@ g de IFN-

peg alfa-2a (Pegasys, Roche Diagnostic) via subeatana vez por

semana o IFN standard (3MU/3 veces por semanagostbinacion

con RBV, dosis-ajustada al peso (800-1200 mg/diaeGus, roche

Diagnostic) durante 48 semanas.

Los criterios de respuesta fueron los ya admitidos:

Tabla 3. Definiciones del tipo de respuesta viradldey utilizados en

este estudio.

Respuesta Definicién
RVR ARN del VHC indetectable (<50 Ul/ml) a la semana 4
BVP Descenso del ARN del VHEZ2 logio UI/ml (100 veces)
del inicial o indetectable a la semana 12
e ARN del VHC indetectable a los 6 meses de suspeid
tratamiento
NR Descenso del ARN del VHC <2 lagJl/ml (100 veces)
del inicial a la semana 12
ARN del VHC detectable tras suspender el trataroieat]
Recidiva | un ARN del VHC indetectable durante el mismo
(recurrencia)

4.4. VARIABLES DEL ESTUDIO

1. En el

estudio de los factores predictivos de respuéas

variables dependientes han sido el tipo de retguu&/P

frente

no-RVP; RVS frente a no-RVS; RVS frente aidiea.
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Las variables independientes han sido las carattaxs basales
clinicas y biolégicas de los pacientes: edad, selatps
epidemiolégicos, datos bioquimicos (ALT, AST, GGiTgrado
de lesion histologica; las caracteristicas inmunéteas del
paciente (todos los alelos HLA de tipo | (A, B y ¥ile tipo Il
(DRB1 y DQB1)) y los datos virologicos: genotipocgrga

viral.

2. En el estudio de las caracteristicas de los pasgmdrtadores
del alelo DQB1*0301, la variable dependiente hao sld
presencia frente a la ausencia de dicho alelo; yaarellos
pacientes con este alelo, la RVS frente a la no-RM%
variables independientes han sido las ya desaitasl punto

anterior, exceptuando el resto de alelos HLA.

4.5. ANALISIS ESTADISTICO

Al ser las variables dependientes cualitativashaeutilizado
una regresion logistica simple para el andlisisafiwnte, con la
obtencion de Odds ratio cruda (ORc) con un interdal confianza (IC)
del 95% y uno. de 0.05. Para determinar si una variable estaaaaoc
independientemente a la variable dependiente,isguina regresion
logistica multivariante. Las covariables del anglisvariante incluidas
en el multivariante fueron la edad, el sexo, laosis, el tipo de
tratamiento, los niveles de ALT y de GGT, asi cdacarga viral basal
y la presencia del alelo DQB1*0301, con la obtendé las Odds ratio
ajustadas (ORa) (IC del 95%, y wunde 0.05). Debido al caracter
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poligendmico de los alelos HLA, los valores de Fhae corregido por

el numero de alelos encontrados en cada locus@derroni).

El criterio de significacion estadistica fue<F0.05. El estudio
estadistico se realizé con el paquete estadisB&SS/ersion 15.0 para

Windows.

4.6. METODOLOGIA

Tanto la carga viral, como la determinacion del ARNC y el
genotipo se han realizado en el laboratorio de ahiotogia del
Hospital Universitario “San Cecilio” de Granada. i Asiismo, la
bioquimica se realiza en el laboratorio de biogoémy el hemograma

en el laboratorio de hematologia del mismo hospital

4.6.1. DETERMINACION DEL GENOTIPO
El genotipo viral fue determinado mediante técwiaie

hibridacién inversa (Inno-LIPA 1l HCV; InnogenetjcS.A., Ghent,
Belgium).

4.6.2. DETERMINACION DE LA CARGA VIRAL

La concentracion del VHC se realizd6 mediante COBAS
AMPLICOR MONITOR-HCV V2.0 (Roche Diagnostics).
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4.6.3. TIPAJE HLA

Tipaje HLA gendmico de alta resolucion mediantertgdodos
PCR-SSO (Sequence-specific oligoprobes) (One Lamiwi@) y
secuenciacion de los distintos loci por SBT (Seqedrased typing).
Para ello se realiza una amplificacion por PCRizatido primers
especificos para cada locus HLA-A, -B, -C y -DRB1DQB1, cada
uno de estos amplificados se secuencian postembemetilizando
primer especificos de locus para los exones 243(gste exon en el
locus A) en las dos direcciones. Los productosadedccion de PCR
se purifican usando columnas Microcon (Amicon), ntri@és que las
reacciones de secuenciacion se purifican usandoameoals de
centrifugacion CentriSep Spin Columns (Applied Bgiems). Las
reacciones de secuenciacion se hacen con “bigalyg@nators” y se
someten a electroforesis en un gel de poliacrilarerd el secuenciador
automatico ABI PRISM 377 (PE Applied Biosystem)liméindo el
software Matchtools de PE Applied Biosystem.

4.6.4. ESTUDIO HISTOLOGICO

Para la toma de muestras de tejido hepaseaealiza puncion
del higado a través de una aguja que obtiene poae®n bajo control
previo ecografico a través del octavo o noveno a@spmtercostal

derecho a nivel de la linea axilar med& estudio histologico fue
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realizado conforme a

modificaciones:

Tabla 4. Sistema de Scheuer

Pacientes y Métodos

la clasificacion de Scheuen acoinimas

Grado (A) Actividad portal / periportal | (B) Actividad lobulillar
0 Ninguna Ninguna
y Focos inflamatorios sin
1 Inflamacién portal .
necrosis

2 Inflamacion periportal leve Focos necroinflaniéts

Inflamacién periportal )
3 Focos de necrosis

moderada
4 Inflamacién periportal Grave Necrosis en puentes

Actividad (0-8). El scheuer modificado consistesemar (A)+(B)

Grado Fibrosis
0 Ninguna
1 Fibrosis portal
2 Fibrosis periportal +- algunos puentes
3 Fibrosis periportal + puentes
4 Cirrosis

Fibrosis (0-4)
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4.7. CONSIDERACIONES ETICAS

Para la participacion se requirié consentimiemtimrmado a
cada paciente, cuyo protocolo de estudio se coidfosagun las
directrices éticas de la declaracion de Helsinki@e5. La aprobacion
previa para el estudio fue obtenida de los Comités Etica

correspondientes del Hospital Universitario Sanil@ede Granada.
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Resultados

5. RESULTADOS

5.1. CARACTERISTICAS BASALES DE LOS PACIENTES:

Las principales caracteristicas clinicas, virolagie histologicas
de todos los pacientes vienen resumidas daldia 5. EI 42% de los
pacientes teniad de 40 afios y el 48% fueron mujeres. En cuanto a la
fibrosis, el 77% presentaban una fibrosis estadiy Grente a los 50
pacientes (23%) en los que se objetivo estadio Badrelacion con el
grado de actividad inflamatoria y necrosis, el 688tencontraban en
grado 0-4. El 91% de los pacientes fueron tratadasdFN-peg + RBV;
el 9% restante, con IFN-estandar + RBV. En cuantosaniveles de
transaminasas, solo el 10% presentaban nivelés de< 40 U/L, y un
33% niveles de ASE 40 U/L. La mitad de los pacientes en los que se
midieron los niveles de GGT los encontramos erastfr37 U/L. En
cuanto a la carga viral, el 29% partia de cifr&90.000 Ul/mL.
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Tabla 5. Caracteristicas basales de la poblaciéestudio

Resultados

Total Pacientes

n=277 (%)
Edad (afos)
*<40 117 (42)
*>40 160 (58)
Sexo
*Mujeres 133 (48)
*Hombres 144 (52)
Estadio de fibrosis
(n=219)
*0-2 169 (77)
e3-4 50 (23)
Grado de actividad
(n=212)
*0-4 133 (63)
*5-8 79 (37)
Tratamiento
*|IFN-peg+RBV 251 (91)
«IFN+RBV 26 (9)
ALT (U/L)
+<40 27 (10)
*>40 250 (90)
AST (U/L)
*<40 91 (33)
*>40 186 (67)
GGT (U/L)(n=260)
*<37 129 (50)
*>37 131 (50)
Carga viral basal
(Ul/ml)
+<600000 78 (29)
*>600000 199 (71)
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5.2. CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES EN FUNCION DE
LA RVP Y RVS:

El 18% (n=50) de los pacientes no obtuvieron un& RMas 12
semanas de tratamiento, y el 82% (n=227) fueromporesedores
precocegTabla 6). Los Unicos factores relacionados con la RVP fueron
el tratamiento con IFN-peg + RVB (P=0.004) y loscipates con
niveles de GGT<37U/L (P=0.011). Aunque no esta representado, al
hacer el estudio con las medias de ALT, AST y G@Rmbos grupos,
nos encontramos que la ALT era mayor en los pasecdbn no-RVP
(no-RVP: 121+20,1 U/L vs RVP: 99+4,7 U/L; ns); taébla AST (no-
RVP: 86+14 U/L vaRVP: 60+3 U/L; p=0.048), y de la misma forma la
GGT (no-RVP: 10013 U/L vs RVP: 52450 U/L; P=0.00%jendo

significativas, por tanto, las diferencias en alocde la AST y GGT.
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Tabla 6. Caracteristicas de los pacientes en funcite la RVP

Resultados

no-RVP

RVP

ORc

n=50(18%)| n=227(82%)|  (95% Ic,) | Valor-P
Edad (afios)
<40 22 (19) 95 (81) 0.87 (0.48-1,58)| 0.66
«>40 28 (19) 132 (88) 1
Sexo

. 25(19) | 108 (81)
* Mujeres 0.83(0.46-1.51)| 0.55
e 25 (17) 119 (83) 1
Estadio de
f'?{)‘fg's 33(19) | 136(81) | 0.99 (0.45-2.17)| 0.99
10 (20) 40 (80) 1
«3-4
Grado de
actividad 023
«0-4 28 (21) 105 (79) | 0.64(0.3-1.33) '
5-8 12 (15) 67 (85) 1
Tratamiento
«IFNpeg+RBV| 40 (16) 211 (84) | 3.4 (1.46-7.86)**| 0.004
« IFN+RBV 10 (38) 16 (62) 1
ALT (U/L)
«<40 4 (15) 23 (85) )
.50 46(18) | 20482 | 9 (oi33 2.53)| 0.87
AST (U/L)
14(15) 77 (85)

<40 1.04 (0.54-1.99)| 0.89
.50 36 (19) | 150 (81) 1
GGT (UIL)
<37 14 (11) | 115(89) | 2.34(1.21-4.52)* | 0.011
«>37 32 (24) 99 (76) 1
Carga viral
(Ul/ml)
-<600000 11 (14) 1%%“222)) 1.4(0.73-2.97) | 0.26
« >600000 39 (20) 1

Se representan los datos en valor absoluto copdosentajes en paréntesis. RVP,
respuesta virolégica precoz; ORc, Odds Ratio cruidy;intervalo de confianza;
ALT, alanina aminotransferasa; AST, aspartato arrmtsferasa; GGT, gamma
glutamiltranspeptidasa. Analisis bivariante med@amtgresion logistica simple.
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En cuanto a la RV$Tabla 7), nos encontramos que el 56% de los
pacientes (n=156) tienen RVS. Los unicos factosexiados con la
RVS fueron la eda&40 afos (ORc=2,96; P<0.001) y la carga viral
basal<600.000 Ul/mL (OR=2.68; P<0.001). Al hacer el egiuzbn las
medias de ALT, AST y GGT, nos encontramos que |d &k igual en
ambos grupos (no-RVS: 105+9,7 U/L vs RVS: 10116 ;UASs),
mientras que la AST era mayor en el grupo de IeRWIS§ (no-RVS:
7417 U/L vs RVS: 5813 U/L; P=0.025), y de la misfioama la GGT
(no-RVS: 75+7 U/L vs RVS: 4843 U/L; P=0.001), corourria en el
caso de la RVP. Es importante destacar la ausdeatarrelacion entre
la respuesta al tratamiento antiviral, el estadefibrosis y el grado de

inflamacién y necrosis.
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Tabla 7. Caracteristicas de los pacientes en funcion aedspuesta

al tratamiento

no-RVS

RVS

ORc

n=121(44%) | n=156(56%)  (95%IC) | VAor-P

Edad (afios)

«<40 36 (31) 81 (69) 2.96 (1.5-4.3) | <0.001
« >40 85 (53) 75 (47) 1
Sexo

* Mujeres 63 (47) 70 (53) 0.75 (0.4-1.2) 0.23
* Hombres 58 (40) 86 (60) 1
Estadio de
fibrosis

*0-2 70 (41) 99 (59) 1.53 (0.8-2.8) 0.18
*3-4 26 (52) 24 (48) 1
Grado de
actividad

« 0-4 57 (43) 76 (57) | 1.11(0.63-1.95) 0.7
e 5-8 36 (46) 43 (54) 1
Tratamiento

* |IFN-

peg+RBV | 107 (43) 144 (57) | 1.5(0.68-3.53)| 0.27
* IFN+RBV 14 (54) 12 (46) 1
ALT (U/L)

+<40 13 (48) 14 (52) 0.8 (0.3-1.77) 0.58
e >40 108 (43) 142 (57) 1
AST (U/L)

+<40 35 (38) 56 (62) 1.35 (0.8-2.26) 0.24
e >40 86 (46) 100 (54) 1
GGT (U/L)

+<37 54 (42) 75 (58) 1.2 (0.7-2.03) 0.37
e >37 62 (47) 69 (53) 1
Carga viral
(Ul/ml)

*<600000 21 (27) 57 (73) 2.68 (1.5-4.7) <0.001
«>600000 100 (50) 99 (50) 1

Se representan los datos en valor absoluto conplwgentajes en paréntesis;
ORc, Odds Ratio cruda; IC, intervalo de confianRYS, respuesta viroldgica
sostenida; ALT, alanina aminotransferasa; AST, asp@a aminotransferasa;
GGT, gamma glutamiltranspeptidasa.
Analisis bivariante mediante regresion logisticapgle.
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5.3. ANALISIS DE LA FRECUENCIA ALELICA HLA Y SU
ASOCIACION CON LA RVP Y RVS.

En nuestra muestra de estudio, en la regidbn HLAsecla se
observaron 35, 58 y 33 alelos para los loci tipo, B* y C*
respectivamente. En cuanto a la clase II, nos ¢rarans 35 alelos en
el locus HLA DRB1* y 16 alelos en el locus DQB1*0I8 6 alelos
HLA-A*, 7 alelos HLA-B*, 8 alelos HLA-C*, 7 alelo$HLA-DRB1* y
7 alelos DQB1* fueron observados con una frecueatética >5%.
Ningun alelo de clase | ni de clase Il se asociédésticamente con la
RVP, asi como ninguno de clase | se asoci0 estaitstnte con la
RVS después de aplicar la correccion de Bonfer®m.embargo, la
presencia del alelo de clase Il DQB1*0301 (n=62) &sociado con la
RVS (Pc=0.016]Tabla 8).
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Tabla 8.'Alelos HLA clase | y Il seleccionados y asociaciéan la RVP

y RVS
No-RVP RVP (Q;E?C No-RVS RVS ORc
n=50 n=227 valor de' n=121 n=156 | (95% ClI, valor
(18%) | (82%) ) Pl 4% | (56%) de p (Pc))
Alelos clase |
0.94 1.86
A*0201 + 23 (19) 98 (81)| (0.52-1.72) 43 (36) 78 (64)| (1.14-3.02, 0.012
0.86) (0.42))
0.5 0.49
A*0301+ 17 (29) 42 (71)| (0.26-0.96, 33 (56) 26 (44)| (0.27-0.89, 0.019
0.039) (0.6))
0.78 0.62
B*4403+ 13 (22) | 47 (78)] (0.39-1.56] 32 (53) | 28 (47) '
(0.34-1.1, 0.1)
0.49)
1.005 1.19
Cw*0401+ | 13(18) | 58(82) (0.5-1.)99, 20(41) | 42(59)| ( 60.3.06,0.52)
0.98 ) T
1.33 1.27
Cw*0701+ | 9(16) | 47 (84) (0.61-2).88 22(39) | 346D (7575 042)
0.46 o
Alelos clase Il |
0.73 0.83
DRB1*0301+| 16 (22) | 58 (78) (0.38-1).41 35(47) | 3963)| (§40.142. 0.51)
0.36 ) s
0.53 0.48
DRB1*0701+| 25 (25) | 76 (75)| (0.29-0.97) 55 (54) | 46 (46)| (0.33-0.79, 0.004
0.04 (1.4)) (0.14))
0.74 0.88
DQB1#0201+| 17 (21) | 63 (79) (0.39-1).4, 37(46) | 4369 (052148, 0.63)
0.34 ) T
0.69 0.53
DQB1*0202+| 21 (22) | 73 (78)| (0.37-1.22] 51 (54) | 43 (46)| (0.32-0.88, 0.015
0.24) (0.24))
15 2.74
DQB1*0301+| 8 (13) 54 (87)| (0.7-3.3, 16 (26) 46 (74)| (1.46-5.14,0.001]
0.27) (0.016))
1.9 1.4
DQB1*0501+| 9 (12) | 65 (88) (0.87-4;.1, 28(38) | 46(62)| (0 g0.244. 0.21)
0.93 ’ o

Se representan los datos en valor absoluto con gomcentajes en
paréntesis. RVP, respuesta viroldgica precoz; GRirs Ratio cruda; IC,
intervalo de confianza; RVS, respuesta virologizstanida.
Analisis bivariante mediante regresion logisticaR€© IC 95% y valor de
P."Sélo representados los alelos con una frecuenatadora>10%.
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En latabla 9 se representan sélo aquéllos alelos que se asoaiar
forma estadisticamente significativa con la resjaued tratamiento
antes de aplicar la correccion mediante el métodoBdnferroni.
Podemos apreciar que una vez una vez que se aptecaorreccion, el
Gnico alelo que se sigue asociando de forma sigiifia es el
DQB1*0301 (n=62) (P=0.001, Pc=0.016).
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Tabla 9. Alelos HLA de clase | y Il que se asociarale forma
estadisticamente significativa con la respuestaratamiento antes de
la correccion mediante el método de Bonferroni.

ORc*

(IC 95%) Valor de P Pc
Alelos de clase 1 y I
A*0201 (+) 1.86 (1.14-3.02) 0.012 0.42
A*0301 (+) 0.49 (0.27-0.89) 0.019 0.6
B*4001 (+) 5.34 (1.20-23.78) 0.02 1
B*4402 (+) 2.47 (1.03-5.918) 0.03 1
Cw*0304 (+) 4.31 (1.25-14.96) 0.02 0.6
DRB1*0701(+) 0.48 (0.33-0.84) 0.004 0.14
DRB1*1101(+) 2.2 (1.02-4.9) 0.04 1
DQB1*0202(+) 0.53 (0.32-0.88) 0.015 0.24
DQB1*0301(+) 2.74 (1.46-5.14) 0.001 0.011‘6

RVS, respuesta virolégica sostenida; ORc, OddsoRetuda; IC,
intervalo de confianza; Pc, correccion de Bonfeiron

*Regresion logistica simple: la ORc representa lababilidad de RVS
de los pacientes que portan el alelo, con respados que no lo portan
(grupo de referencia).
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Debido al desequilibrio de unién que existe erdeedlelos DRB1*11 y
DQB1*0301, hemos examinado si la presencia deldtigpl DRB1*11-
DQB1*0301, se relaciona con la respuesta al traami 31 pacientes
portaban este haplotipo, de los cuales 24 (78%)vadsbn una RVS,
mientras que de los 246 pacientes sin el mismo,(38%) presentaron
una RVS (p=0.03). Tras corregirlo mediante el métdd Bonferroni,

perdimos esta significacion.

5.4. ANALISIS MULTIVARIANTE DE LAS VARIABLES
ASOCIADAS DE FORMA INDEPENDIENTE CON LA RVP Y
RVS.

En lasfiguras 8 y 9 se representan la ORa estimada mediante un
modelo de regresion logistica multivariante de Hgsieariables que se
asocian independientemente con la RVP y la RValdd DQB1*0301
permanecié asociado independientemente a la RVjuéggel ajuste

por cada uno de los demés factores predictivos.
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IFN-peg+RBV vs IFN+RB\VH ; PN

GGT =37vs GGT >3 —

>

ORa

Figura 8. Representacion gréafica de los factores asociados
independientemente a la RVRas variables del modelo multivariante final
son: IFN-peg+RBV (ORa=3.12, 1C95%:1.08-9.05, P=@B6py GGK37U/L
(ORa=3.07, 1C95%:1.38-6.8, P=0.006).

Edad <40 afios vs >40 -
afios

CV basal=600000 vs >6000( —

DQB1*0301+ vs DQB1*0301- ]

ORa

Figura 9. Representacion grafica de los factores asociados
independientemente a la RVS.Las variables del modelo multivariante final
son: edad<40 afios (ORa=2.4, 1C95%:1.4-4.04, P=0.001), Cargaalv
<600000UI/ml (ORa=1.95, 1C95%:1.06-3.5, P=0.031) negencia del alelo
DQB1*0301(ORa=2.4, 1C95%:1.2-4.6, P=0.01). El telst bondad de ajuste
de Horner-Lemeshow: p=0.97 para el modelo de RVS.
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5.5. ANALISIS DE LA PRESENCIA DEL ALELO DQB1*0301

En latabla 10 se representan las caracteristicas de los pagiente
portadores (n=62) y no portadores (n=215) del d&)dB1*0301. Estos
pacientes solo se diferencian significativamentdaecarga viral basal
(p<0.0001), de manera que el 48% de los paciemdadores de este
alelo tiene una carga viral >600000 Ul/ml, mientyage el 78% de los
no portadores tienen una carga viral >600000 Ulfem. el analisis
estratificadopor tratamientos se aprecio que de 251 pacientes qu
recibieron IFN-peg, el 23.5% (n=59) poseian el aalBlQB1*0301
frente al 76.5% (n=192) que no lo portaban. El 6 los portadores
de este alelo (45/59) obtuvieron una RVS, frent&l& (98/192) de los
que no lo portaban (ORc=3.083, 95% CI=1.5-5.9, 6&D. Pc=0.016).

En los pacientes tratados con IFN estandar (n=@&enpudo realizar
este estudio debido al pequefio tamafio de muestradto 3 pacientes

(3/26) que portaban este alelo.
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Tabla 10. Caracteristicas basales de los pacieg®otipo 1 con y sin
el alelo DQB1*0301

Portadores No portadores
DQB1*0301 DQB1*0301 Valor de p
n=62 (22%) n=215 (78%)
Sexo
* Mujeres 31 (50) 102 (47) 0.722
» Hombres 31 (50) 113 (53)
Estadio de
Fibrosis
34 13 (26) 37 (22) '
Grado de
actividad
«0-4 34 (68) 99 (61)
«4-8 16 (32) 63 (39) 0.378
ALT (U/L)
o <40 6 (10) 21 (10)
«>40 56 (90) 190 (90) 0.949
AST (U/L)
«<40 26 (42) 65 (31)
«>40 36 (58) 147 (69) 0.097
GGT (U/L)
* <37 35 (58) 94 (47)
*>37 25 (42) 106 (53) 0.124
Carga virolégica
basal (Ul/mL)
*<600000 32 (52) 46 (22) <0.0001
* >600000 30 (48) 165 (78)

Se representan los datos en valor absoluto conplaentajes en
paréntesis. ALT, alanina aminotransferasa; AST, adspo
aminotransferasa; GGT, gamma glutamiltranspeptidasa
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Se disefi6 también un analisis de regresion logigtigltinomial simple
donde la variable dependiente tenia tres categd®MS, recidivantes y
NR, y se encontr6 que los pacientes que presentabaalelo
DQB1*0301 tenian 3.09 veces mas probabilidad de RWS
95%=1.42-6.72, P=0.004) que aquéllos que no lo apart en
comparacion con los recidivantes, y 1.89 vecesoamparacion con los
NR a la 12 semana de tratamiento (IC 95%=1.38R8,003). Asi, el
test de la “razén de verosimilitudes” nos indica tppresencia o no del
alelo DQB1*0301 influye de forma significativa ea fespuesta al
tratamiento (p=0.006).

5.6. CARACTERISTICAS BASALES DE LOS PACIENTES
GENOTIPO 1 PORTADORES DEL ALELO HLA DQB1*0301 EN
FUNCION A LA RESPUESTA AL TRATAMIENTO
ANTIVIRAL.

Si nos centramos en los 62 pacientes que preseataalelo
DQB1*0301, el 74% alcanzan una RVS (46/62), y eicdrfactor
asociado con esta RVS fue el nivel de G&V U/L, de manera que los
pacientes con una GG37 U/L tienen 3.2 veces mas posibilidad de

responder que los que presentan una GGT>37 U/L@g¥D

En el andlisis multivariante se incluyeron las ggtes variables: edad,
sexo, niveles ALT, niveles de GGT y carga viralslmoveles de GGT
fueron el Unico factor independientemente asocal@oRVS (ORa: 4.8,
95% IC: 1.09-21.2, p=0.038), de forma que los pde® con una
GGT<37 UI/L tienen 4.8 veces mas probabilidad de obtBMWS que los

que presentan una GGT >37 U(tgbla 11).
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Tabla 11. Caracteristicas basales de los paciegisotipo 1 que
portan el alelo DQB1*0301 con respecto a la respaesl

tratamiento.

DQ0301 (n=62)

No-RVS RVS Valor de
R % ClI
n=16 n=46 ORc (95% C1) p
(26%) (74%)
Edad (afios)
+<40 5 (18) 22 (82) 2.017 (0.6-6.7) | 0.254
*>40 11 (31) 24 (69) 1
Sexo
* Mujeres 10 (32) 21 (68) | 0.504 (0.15-1.61) 0.246
*Hombres 6 (19) 25 (81) 1 '
Estadio de
f't:rg_sz's 8(22) | 28(78) | 1.05(0.234.7) | 095
3.4 3(23) 10 (77) 1
Grado de
actividad
«0-4 10 (29) 24 (71) 0.8 (0.2-3.08) 0.746
«4-6 4 (25) 12 (75) 1
ALT (U/L)
*<40 3 (50) 3 (50) 0.302 (0.05-1.68)| 0.150
«>40 13 (23) | 43 (77) 1
AST (U/L)
*<40 6 (23) 20 (77) 1.28 (0.4-4.12) 0.676
«>40 10 (28) | 26 (72) 1
GGT (U/L)
* <37 6 (17) 29 (83) | 3.22(1.05-10.5%) 0.047
«>37 10 (40) | 15 (60) 1 e
Carga
virologica basal
(Ul/mL) 0.31
«<600000 7 (22) 25 (78) 1.78 (0.6-5.5)
«>600000 10 (33) | 20(67) 1

Se representan los datos en valor absoluto corptwsentajes en
paréntesis.*Analisis multivariante: GG&T37 U/L fue el Unico
factor independiente asociado a la RVS (ORa:4.8p 95:1.09-
21.2, P=0.038). Test de bondad de ajuste de Hobeeneshow:

p=0.97.
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Desde que se conoce que el IFN tiene un efecteir@hilirecto
y que la RBV promueve una respuesta inmune tipoetliaa por
citocinas, que puede mejorar la respuesta inmutigirah se piensa
que puede existir una asociacion entre las carfsitas
inmunogenéticas del paciente con HCC y la respusteatamiento
antiviral. Asi, nuestra hipotesis fue que las v@olaes genéticas en los
loci HLA, con respecto a la presentacion del amiga las células T,
podrian ser marcadores inmunogenéticos relacionamlo$a respuesta

al tratamiento antiviral con IFN y RBV.

Se sabe que la diversidad en cuanto a la preséntactigénica
por parte de los diferentes alelos HLA, influye laneficacia de la
respuesta del paciente a la infeccion por el VH& mayor o menor
expresion de un alelo en particular, podria estuociada con la
susceptibilidad y resistencia a este tipo de infeccLa asociacion
existente entre las moléculas HLA y el aclaramigntoonificacion del
VHC, asi como con la severidad de la enfermedad re$puesta al
tratamiento antiviral, ha sido estudiada en diversiipos de
poblaciones. En este estudio hemos examinado lestosf de la
diversidad genética del CMH humano sobre la respudg los
pacientes con HCC al tratamiento antiviral combmadiemos
utilizados una cohorte amplia y bien definida deigrates espafoles
infectados por el genotipo 1 del VHC, que han iidoilun tratamiento
con IFN (estandar o pegilado) y RBV. Se han geadbplos locis
HLA-A*, B* y C* de clase I, asi como los HLA-DRB1y DQB1* de
clase I, encontrando asociacion entre el alelolase 11 DQB1*0301 y
la RVS. Sin embargo, dicha asociacion no la henme®rérado con
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ningun alelo HLA de clase | después de correguatdr de P mediante

el método de Bonferroni.

Debido al hecho de que después de hacer una msaucio
busqueda bibliografica sobre “hepatitis C” y “HLAbD “human
leukocyte antigen”), hemos encontrado muy poco®sden los que se
asocie el VHC vy los alelos HLA de clase | en corapgm con los
alelos HLA clase I, en esta discusion me he cdoten los diversos
estudios que han relatado diferentes asociaciantes les genes HLA
de clase Il y los distintos estadios de la infecgi@r el VHC en los
altimos 5 afios, sobre todo en cuanto a la susdgdib a la infeccion,
aclaramiento viral espontaneo y cronificacion o gpesion de la

enfermedad, asi como con la respuesta al trataoraetitviral.

Los alelos HLA-DRB1*1101 y DQB1*0301 se han reta@ado

con elaclaramiento viral espontaneode la infeccion por VHC en la

poblacién americana y europ®a'**2. Harris y cols'® concluyen
gue la base inmunogenética para el aclaramienteirds! difiere segun
los distintos grupos étnicos; de hecho, han enadatuna asociacion
entre el aclaramiento y estos dos alelos, perorssite en los pacientes
americanos caucasianos y no en los afroamericahmsg y col*'!
encuentran una asociacion entre el aclaramien&b yiel alelo HLA-
DQB1*0301 pero asociado a otros alelos distinto©BB1*. Muy
recientemente, Kuniholm y cdf§ han hecho un estudio en una
cohorte muy grande y multirracial de mujeres amagms con alta
prevalencia de VHC y VIH, donde encuentran unaiasm positiva
entre la presencia del alelo HLA-DQB1*0301 y elaaamiento viral
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espontaneo, en mujeres VIH-seronegativas. Todos essultados nos
sugieren que este alelo puede ser uno de los noaesad

inmunogenéticos mas importantes en el aclaramigrabespontaneo.

Otros estudios, han examinado la relacién entrgéoes HLA
clase Il y lacronificacion del VHC junto con los niveles de ALT.

Recientemente, Yu et*afdescriben que, entre pacientes crénicamente
infectados por el VHC, la frecuencia alélica de O&EO01l y
DRB1*0401 era significativamente mas elevada engelpo de
pacientes con niveles normales de ALT que en g@ae pacientes
que presentaban niveles anormalmente elevados.i@ambservaron
que la frecuencia haplotipica DQA1*0301-DQB1*030QA1*0501-
DQB1*0301 y DRB1*1101-DQB1*0301 era considerableteemas
alta en el grupo de pacientes con niveles norntdeALT, lo que nos
sugiere que los alelos HLA clase Il pueden estaci@ados con los
niveles de ALT en suero de los pacientes con HCGeryir como

factor inmunogenético en la poblacion china.

En cuanto a laespuesta al tratamiento antiviral, en nuestra

muestra, el alelo DQB1*0301 se asocio de formatpascon la RVS
pero no con la RVP. De igual forma, tere40 afos y una carga viral
basalkk600.000 Ul/mL también se han asociado a la RV®sastimos
factores han sido previamente asociados con despuesta por otros
autores, tanto en genotipo 1 como A8:1> En el modelo
multivariante de regresion logistica utilizado peoaocer la asociacion
gue existe entre diversos factores predictivos efpuesta, se han
incluido todos los alelos HLA con una frecuencigpesior al 10%,
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encontrando que tanto la edadl@ afios) como la presencia del alelo
DQB1*0301, se asocian positivamente con la RVS, coa OR
superior a la encontrada para la carga viral aunguéos tres casos, la

asociacion es estadisticamente significativa.

En la revisidn realizada de la literatura, hemasoatrado muy
pocos articulos en los que se estudie la asociasidtente entre alelos
HLA y la RVS al tratamiento combinado con IFN-pe@®BV durante
una infeccién crénica por VHE>1%11% Rhodes y cof8® observaron
gue los alelos HLA A*02, B*58 y DPB1*1701 estabaspeiados de
una forma independiente a la RVS. El nUmero deep&es era alto
(n=343) en este estudio, pero se habian separa2loazas, americanos
blancos (n=194) y afroamericanos (n=179), dismindge por tanto, el
namero de pacientes en cada brazo, siendo algenkss drecuencias
alélicas muy bajas en ciertos subgrupos, como monpo el alelo
B*58 que fue soOlo encontrado en un 1% de la muetsital de
americanos blancos. Sin embargo, el valor de Rua@justado por el
namero de alelos encontrados en cada loci (coteat® Bonferroni).
Pensamos que si estos valores de P hubiesen sgtadyjs, algunos de
estos alelos HLA perderian posiblemente su asd@ciamwn la RVS. De
hecho, en nuestro estudio, varios alelos, como leA-A*0201, se
asociaron estadisticamente con la RVS, pero akgorel valor de P
por el método de Bonferroni, perdieron dicha sigation. Yee y
cols’® hacen un estudio en poblacion americana, en & qu
correlacionan los alelos HLA clase | y Il con Isaade disminucion
viral durante las primeras dos semanas de tratampiemcontrando,
curiosamente, que una rapida caida viral se asolgigresencia de un

alelo HLA clase | (Cw*03), mientras que una lentada viral con la
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presencia de dos alelos HLA clase 1l (DQA1*04 y DIO®&102),
argumentando que esto se debe al hecho de quexleeficia alélica de
estos ultimos es mayor en la poblacién afroamegicarya se sabe que
estos Ultimos responden peor al tratamiento aativirMuy
recientemente, Dai y cdf§, encuentran que los alelos HLA-A*24 y
B*40 se asocian de forma estadisticamente sigtiifecaon la RVS,
ajustando por los factores genotipo viral, fibrdspatica y carga viral
basal, en pacientes taiwaneses. A pesar de lagriifas encontradas
con nuestros datos, pensamos que el estudio daldtms HLA nos
puede permitir identificar marcadores especificesr@spuesta y no-
respuesta, contribuyendo asi, a seleccionar masamente a los

pacientes que van a recibir una terapia especifindFN.

Basandonos en el desequilibrio de union entre llesaHLA-
DRB1*1101 y DQB1*0301, hemos examinado si la preserdel
haplotipo DRB1*1101-DQB1*0301 podria influir en IRVS, no
encontrando diferencias estadisticamente signifesit Este hallazgo,
por tanto, corrobora el papel del alelo DQB1*036lLcual actia de
manera independiente del DRB1*11, pudiéndose asawa Otros
alelos DRB1* como el 0401, 0407, 1303 y 1402.

El alelo DQB1*0301 también ha sido asociado a otipss de
patologias, como con la respuesta a la infeccion gjoVHB".
Ademas, también se ha descrito como un factor ¢atdrente al
desarrollo de hepatitis de tipo autoinmune y dearugitis esclerosante
primaria, mientras que el grupo DQ3 tiene una asd@n negativa
frente a la enfermedad inflamatoria intestitfal
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Por todo lo visto anteriormente, parece que ebd)B1*0301
se comporta como un factor protector en patologigsusualmente se
han asociado con una respuesta inmune. Se asunmet Q@EB1*0301
puede presentar epitopos inmunodominantes del §iCconducen a
una mayor respuesta de las células Th CD4+ qus atedos, dando
lugar a una actividad mas vigorosa por parte dabmia inmune y
teniendo una gran implicacion, en la recuperaciénadinfeccion por
VHC™®. Ademas, en sujetos en los que no se produce araatento
del virus, este alelo DQB1*0301 puede tener tamhbiépapel critico a
la hora de limitar el dafio hepatico. Por el coidragn pacientes no
portadores de este alelo, el dafio crénico del bigagtde acelerar el
desarrollo de fibrost&®. Sin embargo, los resultados obtenidos en
nuestro estudio, teniendo en cuenta tanto la pcesenomo la ausencia
de este alelo, y el estadio de fibrosis o gradanflamacion a nivel
hepatico, no han revelado esta asociacion. Lo fjbhersos encontrado
es que los pacientes que no portan este alelontiena carga viral

mayor que los pacientes que si lo poseen.

Estudios previos también han demostrado que lasmas que
presentan niveles mas altos de células Th CD4+s aldecomenzar el
tratamiento antiviral tienen mas probabilidad dessguir una RVS
que aquéllos con niveles méas b&fb%?2 Como ya se ha comentado
anteriormente, el alelo DQB1*0301 proporciona ureyon eficacia a
la hora de presentar epitopos VHC a las célula<CDH que otros
alelos; de hecho, en nuestra busqueda bibliogrdferaos identificado
un epitopo inmunomodulador del VHC para el alelo BRED301
(http://www.hcv.lanl.gov) lo que podria corroboréos resultados
obtenidos por Rosen y cif§ y Golden-Mason y cot& Asi,

podriamos pensar que un paciente portador de akdtetendria una
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mayor probabilidad de presentar células T que @an péptidos del
VHC expresados en las membranas de los hepatocfexgados, en
comparacion con los pacientes que no lo portane Hstcho
inmunologico, podria dar lugar a que el VHC sea susteptible a la
presion inducida por la terapia antiviral. EI nob&a encontrado
ninguna asociacion entre la respuesta a la teeayiairal y algun alelo
HLA de clase |, podria deberse al hecho de quaflaencia de los
factores inmunogenéticos sobre la funcién de lofoditos CD8+

(HLA clase I) es menor que con los linfocitos CO#EA clase 11).

Resumiendo podemos decir que el alelo DQB1*030lures
marcador inmunogenético, independientemente asocawl la RVS al
tratamiento con IFN-peg y RBV en pacientes con HGDestros
resultados confirman que el estudio de los factiomresinogenéticos del
paciente con HCC pueden ayudarnos a planear nyawas efectivas

estrategias terapéuticas.

Futuros estudios con HLA y otros factores genéticnoss
ayudaran a identificar otros marcadores genétiomsrespuesta/no
respuesta, que nos conduciran a tratamientos mdésdualizados en

los pacientes con HCC.
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Los factores predictivos de RVS encontrados entraueshorte
de pacientes son los ya conocidos en la practine&lhabitual
para el tratamiento de la HCC con genotipo 1 tgate forma
combinada con IFN-peg y RBV: jévenssde 40 afios y carga
viral baja (cifras< 600.000 Ul/mL).

Ningun alelo de clase | ni de clase Il de los asdms en
nuestra muestra de estudio se asocié con la RWPsd el
alelo de clase Il DQB1*0301 se asocido con la RWgjuso

después de la correccion de Bonferroni.

Los factores predictivos asociados independientameon la
RVS fueron la edadk de 40 afios , la presencia del alelo
DQB1*0301 y la carga viral baja.

Los pacientes que no portan el alelo DQB1*0301 s una
carga viral basal mayor que los pacientes portadebemismo.

La dnica diferencia entre los pacientes portadatels alelo
DQB1*0301 que presentan una RVS y los que no laegman,
fue el nivel de GGT, el cual era menor en los pdaei con
RVS.



Conclusiones

Por tanto, el alelo DQB1*0301 puede considerarsaocain
marcador inmunogenético asociado con la RVS ahrtranto
combinado en pacientes con HCC genotipo 1 no watad
previamente. Este resultado nos abre una puerdagb@studio
de vacunas terapéuticas personalizadas para peielificiles

de tratar” basados en la estimulacion de los litdecT .
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