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1.1. EPIDEMIOLOGIA E HISTORIA NATURAL
DEL VIRUS DE LA HEPATITIS C

1.1.1. EPIDEMIOLOGIA

El virus de la hepatitis C (VHC) fue identificado y caracterizado en 1989
después de multiples investigaciones para la deteccion del genoma del virus
de las hepatitis “no-A, no-B” (NANB), reconociéndose como la causa mayor

de este tipo de hepatitis y una causa importante de las hepatitis crénicas’.

El VHC infecta aproximadamente a 170 millones de personas en todo el
mundo, lo que representa una pandemia viral. La prevalencia de la infeccidon
por el VHC presenta una gran variabilidad geografica, calculandose la
seroprevalencia mundial en un 3%; con el mayor nimero de infecciones
registradas en Egipto. En Estados Unidos, el 1,8% de la poblacion es positiva
para los anticuerpos contra el VHC? mientras que en nuestro pais se estima

que existen unas 800.000 personas infectadas (Figura 1).

En el mundo se pueden identificar tres patrones epidemiologicos diferentes:
1) en paises como EEUU y Australia la mayor parte de las infecciones por
VHC aparecen en personas entre 39 y 40 afios, lo que indica que la principal
transmision de VHC ocurrié en el pasado, en forma predominante entre
adultos jovenes infectados a través de drogadiccion intravenosa, 2) en areas
como Japon o el sur de Europa la prevalencia de infecciéon por VHC es mayor
en personas de edad avanzada, lo que sugiere que el riesgo de transmision del
VHC era mas elevado en el pasado lejano (hace mas de 30 afios). En estos
paises los procedimientos de atencion a la salud, en particular las practicas de

inyeccidn insegura con reutilizacion de jeringas de vidrio contaminadas y las
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practicas médicas alternativas, pueden haber desempefiado un papel principal
en la diseminacidn del virus y 3) en paises como Egipto se observan tasas
elevadas de infeccion en todos los grupos etarios, lo que sugiere que el alto

riesgo de adquirir el VHC continua’.

Prevalence

. =1%
1 1-24%
B -s540%
e c10%
B -10%
B Mo clata

Figura 1. Prevalencia de la infeccion por VHC segun area geografica.

En los paises industrializados, el VHC es el agente causal del 20% de las
hepatitis agudas, 70% de las hepatitis crénicas, 40% de las cirrosis hepaticas,
60% de los casos de carcinoma hepatocelular (CHC) y del 30% de las causas
de trasplante hepatico, constituyendo en nuestro medio la causa mas
frecuente de cirrosis hepatica de etiologia viral y una de las principales

indicaciones de trasplante hepatico en la actualidad.
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Los principales vias de transmision de la infeccion son parenterales: la
transfusion de hemoderivados y el consumo de drogas por via endovenosa’.
Otras vias de transmision menos eficaces son la transmision vertical materno-
fetal (alrededor de un 5% de embarazos en madres portadoras; la coinfeccion
VIH y la carga viral superior a 10° copias/ml se relacionan con un mayor
riesgo). Las relaciones sexuales no se consideran una via efectiva de
transmision, debido a los bajos niveles del virus en los fluidos y tejidos
genitales. Los datos disponibles sobre la posibilidad del contagio del VHC
mediante la convivencia en el hogar y la lactancia materna no sugieren que
estas vias de transmision sean efectivas. Los trabajadores sanitarios
constituyen un grupo de riesgo, aunque la incidencia de infeccion tras

pinchazo accidental es tan solo del 5-10%™°.

En nuestro medio, aproximadamente un 40% de los pacientes con hepatitis
crénica por VHC (HCC) no presentan ningun factor de riesgo parenteral’. La
principal hipdtesis que explicaria este hecho es la exposicion parenteral

inaparente (inyecciones intramusculares no estériles, tatuajes, cirugia).

1.1.2. HISTORIA NATURAL

La infeccion aguda por el VHC cursa en la mayoria de los casos de forma
asintomatica (60-75 %). Entre un 20 % y un 30 % de los pacientes
desarrollan ictericia y un 10-20 % presentan sintomas como fatiga, nduseas y
vomitos que aparecen antes de que se produzca la seroconversion. El
desarrollo de hepatitis fulminante es extremadamente infrecuente. El

intervalo de tiempo entre la infeccion y la aparicion de anticuerpos contra el
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VHC es de unos 50 dias aunque la seroconversion puede documentarse tan

tarde como a los 9 mesesg.

Un 15-20 % de los pacientes son capaces de eliminar el virus y llegar de este
modo a la curacidn de la infeccion. La completa resolucidn de la infeccion se
define como la ausencia de ARN-VHC en suero acompafiado de la
normalizacién de los niveles de transaminasas. No se sabe con certeza de qué
factores depende que unos pacientes sean capaces de aclarar por completo el

: , : f i 9,10
virus y, por contra, en la mayoria (80 %) persista de forma crénica’'.

La evolucion de la infeccion depende de la interaccion de determinados
factores tanto viroldgicos como relativos al huésped. Los factores asociados
con el aclaramiento espontaneo del virus incluyen sexo femenino, menor
edad en el momento de la infeccion, raza caucasica, presencia de sintomas o

. .. . .y, . 11
ictericia durante la infeccion aguda, y el estado inmune .

El hecho mas notable de la infeccion por el VHC es su capacidad para
persistir ain en presencia de una buena respuesta inmune humoral y celular
del huésped, debido tanto a la alta tasa de mutaciones (cuasiepecies) que
facilita mecanismos de escape, como a la elevada produccion y aclaramiento
de viriones del VHC, la cual se produce a un ritmo de 10'? viriones/dia, con

: : g 12,13
una vida media del virion de 2,7 h =",

La infeccion crdnica se diagnostica cuando el ARN del VHC persiste en
sangre durante al menos 6 meses. El 20-30 % de los pacientes con HCC
desarrollara cirrosis hepatica en un periodo de 20-30 afios'*. A su vez, la
incidencia estimada de CHC en este ultimo grupo se sitiia entre el 1-4%

anual"® (Figura 2).



Sexo femenino, menor edad de infeccion

> 30 afnos

Progresion lenta

80%
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1-4%
20% X an
Hepatitis — Cirrosis — .
cronica hepatica Hepatocarcinoma

Progresion rapida

< 20 afnos

Ingesta de alcohol, coinfecciéon

Figura 2°. Historia natural de la infeccién por el VHC.
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1.2. EL VIRUS DE LA HEPATITIS C

El VHC es un virus ARN de cadena sencilla positiva clasificado dentro del
género hepacivirus, con estructura genémica similar a la de los pestivirus y

.. . eqe e e . 16
los flavivirus, todos ellos pertenecientes a la familia Flaviviridae .

1.2.1. ORGANIZACION GENOMICA

El virién del VHC tiene un genoma ARN positivo, rodeado por una cépside
icosaédrica (core) y una envoltura que contiene 2 glicoproteinas, E1 y E2.
Las particulas virales tienen 50 nm aproximadamente de didmetro y el core
entorno a los 30 nm'. El genoma estd constituido por una cadena unica de
ARN de polaridad positiva, de aproximadamente 9600 nucledtidos, con una
unica estructura de lectura (ORF, open reading frame) que expresa una
proteina de 3.011 aminoacidos aproximadamente. El ARN funciona como
mensajero y su traduccion conduce a un precursor poliproteico a partir del
cual se producen las distintas proteinas funcionales, estructurales y no

estructurales, por la accion de proteasas celulares y de codificacion virica.

Los genes estructurales (core, C; envoltura, E1 y E2), estan localizados en la
zona proxima al extremo 5’ del genoma, mientras que los genes no
estructurales (NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B) son adyacentes a 3'
(Figura 3). Los extremos 5’ y 3’ son secuencias no codificadoras (NTR, non-

translated region) que flanquean la ORF'"'®.

La porcion 5°-NTR se inicia con una region de unos 340 nucledtidos que

precede el codon de arranque de la poliproteina. Esta secuencia, muy bien
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conservada, con analogias superiores al 98 % entre todas las cepas hasta
ahora secuenciadas, probablemente contiene importantes lugares para la
traduccion, replicacion y ensamblaje del genoma. Su principal funcion es
permitir la unién del ribosoma de la célula huésped al ARN virico en la
estructura conocida como IRES (internal ribosome entry site). La region
codificadora del VHC termina en un tnico codon final seguido por la regién
no codificadora 3°-NTR, de 230 nucledtidos, en la que se encuentran

elementos esenciales para la transcripcion y replicacion virales'” (Figura 3).

'NTR E? IRES

Mgy 110 3'NTR
I é =0 S NS %
=1 -

v

Reticulo endoplasmico

Citosol

Figura 3'". Organizacion del ARN genémico del VHC (superior) y

procesamiento en poliproteinas (inferior). S y NS son las regiones que codifican las
proteinas estructurales y no estructurales, respectivamente. Las tijeras representan el lugar de
accion de las peptidasas y el punteado verde sobre E1 y E2 indica la glucosilacion de las
proteinas de la envoltura.
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A las distintas proteinas codificadas del VHC se les adjudican distintas
funciones (Tabla 1). El gen C codifica una proteina de la nucleocépside,
compuesta por una secuencia altamente conservada de 191 aminoacidos con
una masa molecular de unos 21 kDa. El extremo carboxiterminal de esta
proteina contiene una region hidrofdbica, la cual actia como una secuencia
sefial para el transporte de E1 dentro del reticulo endoplasmatico y para el
procesamiento dependiente de membrana del core'. Estudios in vitro han
demostrado que esta proteina del core podria interactuar con protooncogenes
de las células del huésped, implicandola en el desarrollo de CHC en pacientes

con HCC®.

Los genes E1 y E2 codifican las proteinas de la envoltura del virion: gp35 'y
gp70. Ambas proteinas forman heterodimeros no covalentes que desempefian
un papel importante en la patogenia del virus. Se caracterizan por una
marcada variabilidad, incluso dentro de un mismo individuo, especialmente
en 2 regiones hipervariables (HVR-1 y HVR-2) localizadas en la region
E2/NS1. La proteina ARF/F*! es una proteina de 160 aminoacidos que se
codifica en una fase de lectura abierta alternativa de la region codificante del
core. Ha sido recientemente descrita, y su funcién no ha sido todavia
descubierta, si bien se ha sugerido que no es esencial para el proceso de
replicacion viral. La proteina p7, con una longitud de 63 aminodcidos que
forma hexdmeros con actividad de canal de iones, se piensa que estd
implicada en el proceso de ensamblaje, y que no es esencial para la

replicacién viral.
Las proteinas NS2 y NS3 son componentes de la proteasa NS2-3, cuya

funcidén es el procesamiento proteolitico de la region no estructural. La

proteina NS2 participa en el ensamblaje del virion y forma parte del complejo

10
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de replicacion junto con NS5A y NS5B. La proteina NS3 presenta 2
actividades enzimaticas: una NTPasa helicasa, localizada en el extremo C-
terminal, indispensable para la replicacion del ARN, encontrandose
potencialmente relacionada con procesos de desenrrollamiento de
intermediarios replicativos, o resoluciéon de estructuras secundarias. Esta
importancia funcional hace de esta actividad enzimadtica una potencial diana

terapéutica. Asimismo, la NS3 presenta actividad serin-proteasa.

La proteina codificada por NS4A actia como cofactor de la proteina-serina

de N'S3, siendo la funcién de la p27 derivada del gen NS4B desconocida'’.

La proteina NS5A parece estar involucrada en la modulacion de la respuesta
antiviral del huésped mediada por el interferon (IFN), aprecidndose que la
acumulacion de mutaciones en una determinada regién de NS5A (codones
2209-2248) conocida como ISDR (interferon sensitivity determining region)
se relaciona con una mejor respuesta al interferon en pacientes Japoneses
infectados por el genotipo 1b del VHC?. La proteina NS5B tiene actividad
de polimerasa de ARN dependiente de ARN, esencial para la replicacion del
genoma del VHC. Debido a que la actividad NS5B es central en el proceso
replicativo viral, ha sido la diana terapéutica especifica mas importante en el

desarrollo de nuevos farmacos.

11
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Proteina| Peso molecular (kDa) Funcion
C 21 Proteina de la nucleocéapside
El 31-35 (21 sin N-glucosilacion) | Proteina de la envoltura del virion
E2 68-72 (36 sin N-glucosilacidn) | Proteina de la envoltura del virion
P7 7 Desconocida
NS2 23 Componente de la proteasa NS2-3
Componente de la proteasa NS2-3,
NS3 70 ]
serinproteasa, NTPasa y helicasa
NS4A 8 Cofactor para la serinproteasa NS3
NS4B 27 Desconocida
Desconocida, involucrada en la resistencia al
NS5A 58 _
interferén
NS5B 68 ARN-polimerasa dependiente de ARN

Tabla 1. Proteinas estructurales y no estructurales del VHC.

1.2.2. HETEROGENIDAD GENETICA DEL VIRUS DE LA
HEPATITIS C

Una de las caracteristicas mas importante de la infeccion por el VHC es la
gran variabilidad genética, es decir, el alto grado de heterogeneidad en las
secuencias gendmicas y, por lo tanto, de las proteinas codificadas. Esta
caracteristica tiene implicaciones en la patogenia y persistencia del virus,
disefio de vacunas, seleccién de mutantes resistentes durante el tratamiento, y
disefio e interpretacion de los métodos diagndsticos. Ademas, da lugar a una

poblacién de genomas con variantes del ARN conocida como cuasiespecies.
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La rapidez de la replicacidn viral y la incapacidad de la ARN polimerasa
viral para corregir errores introducidos en el genoma del VHC favorecen la
aparicion frecuente de mutantes genomicas. Esta variabilidad es la causante
de que el VHC circule en la sangre como una poblacién de variantes
gendmicas que difieren de la secuencia original de nucleétidos entre un 1% y
un 5%, denominadas “cuasiespecies”, es decir, una secuencia mayoritaria o
secuencia master, rodeada de secuencias mutantes que difieren entre si en
uno o mas nucledtidos (Figura 4). La cuasiespecie predominante seria aquella
que contara con una mayor capacidad replicativa en el huésped. Durante la
infeccion, el namero y la composicién de mutantes en la poblacidén viral
cambian constantemente en relacion con los cambios de su entorno, lo que
constituye una gran ventaja adaptativa para el virus. Cuando el conjunto
replicativo estd bien adaptado a su entorno, las mutaciones nuevas tienden a
ser deletéreas y a disminuir la capacidad general de replicacion de los
genomas que lo portan. Cuando, por el contrario, el conjunto replicativo no
esta bien adaptado, las nuevas mutaciones pueden ser ocasionalmente
ventajosas, empujando a la seleccion a una nueva distribucion en el espacio

. . 2
de secuencias virales®.

Secuencia master

Figura 4. Representacion esquemadtica de una cuasiespecie viral. A partir de
una secuencia original, cada ciclo replicativo da lugar a la aparicion de secuencias mutantes.
De esta manera, la poblacion viral se compone de una secuencia master, con mayor
representacion, y un espectro de mutantes estrechamente relacionadas.
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Sin embargo, la variabilidad genética no parece ser igual en todas las areas
del genoma, hay unas partes del genoma que estdn bien conservadas,
mientras que otras muestran distintos grados de variabilidad. En la region
codificadora, los genes de envoltura E1 y E2, sobre todo la secuencia de este
ultimo, conocida como region hipervariable 1 (HVR-1), muestran la mayor
variacidén genética, por lo que ha sido utilizada para la identificacion de las
distintas variantes virales o cuasiespecies de los individuos infectados con el
VHC, mientras que el gen de la proteina core es el mdas altamente
conservado. La regién 5°-NTR y porciones de 3’-NTR también estan

20
conservadas” .

La region HVR-1 es, probablemente, el mayor epitopo de neutralizacion del
VHC vy las mutaciones que se acumulan en ésta region permiten al virus
evitar la neutralizacion contribuyendo al establecimiento de infecciones

persistentes, y en la respuesta deficiente al tratamiento con IFN.

La diversidad de las cuasiespecies del VHC puede, por tanto, contribuir al
desarrollo de cronicidad durante la infeccion debido a los rapidos cambios
que suceden en las proteinas de la envoltura viral como mecanismo de escape
a la presion inmune ejercida por el huésped. Sin embargo, el escape
inmunitario no parece ser el Gnico mecanismo que utiliza el virus para

persistir en el huésped.

1.2.3. GENOTIPOS VIRALES

Basandose en la secuencia de nucledtidos y en el andlisis filogenético, se han

definido seis grupos mayores del VHC, llamados genotipos, designandose
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¢stos por numeros (genotipos 1 al 6). Estos genotipos, se han subdividido en
subgenotipos (o subtipos) y se designan con letras mintusculas. Los genotipos
tienen aproximadamente un 65 % de homologia entre si, mientras que los
subtipos muestran de un 77-79 %>*. Aunque los diferentes genotipos se
pueden encontrar repartidos por todo el mundo, hay claras diferencias en
cuanto a su distribucidén geografica, incluso entre los diferentes grupos de
poblacion de una misma area geografica (Figura 5). Asi pues, los genotipos
la, 1b, 2a, 2b, 2¢ y 3a se encuentra en el 90 % de las infecciones por el VHC
en América del Norte y en Sudamérica, Europa, Rusia, China, Japon,
Australia y Nueva Zelanda; el 1b produce la mayoria de las infecciones del

Este y Sur de Europa, China y Japdn. El genotipo 3 es muy frecuente en

América y en Europa, y los otros genotipos se encuentran en Asia o Africa >
26

Figura 5. Distribucidn geografica de los diferentes genotipos del VHC.
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Los diferentes genotipos se han asociado con la tasa de respuesta al
tratamiento con IFN y también a la combinacion de INF y ribavirina (RBV).
Asi pues, los pacientes infectados con virus del genotipo 1, en particular el
subtipo 1b, responden peor al tratamiento que los infectados con genotipos 2
6 3. En nuestro medio, el 80-90 % de las infecciones se deben al genotipo 1b.
También las personas infectadas con virus de los genotipos 4 y 5 tienen un
bajo indice de respuesta. Por el contrario, las mejores respuestas se producen
en los infectados por los genotipos 2 y 3 que se han distribuido con mayor
frecuencia en el subgrupo de pacientes con antecedentes de adiccion a drogas

. 27
por via endovenosa“ .
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1.3. TRATAMIENTO ANTIVIRAL

1.3.1. INTERFERON

Desde el primer estudio piloto, realizado por Hoofnagle y cols. ** en 1986,
numerosos ensayos clinicos han demostrado la eficacia del IFN en la HCC y
establecido como estandar la pauta de 3 MU, tres veces por semana, durante
12 meses. Sin embargo, los resultados del tratamiento con IFN o han sido
pobres, de manera que sélo entre el 15-20 % de los pacientes tratados durante
un afio negativizaban el ARN-VHC, es decir, presentaban respuesta
viroldgica sostenida (RVS). Aproximadamente un 25 % de los pacientes
tratados respondian de forma transitoria, recidivando la enfermedad al
suspender el tratamiento y la mayoria, un 50 %, no respondian al tratamiento.
Se comenzaron a emplear pautas terapéuticas diversas, tanto en tiempo de
tratamiento como en dosis empleadas, periodicidad de administracion y el
caracter fijo o variable de la misma, sin conseguir modificar de forma

sustancial la respuesta.

1.3.1.1. Tipos de interferon

Los IFNs son proteinas o glicoproteinas que producen distintos tipos
celulares como respuesta a estimulos diversos entre los que destacan las
infecciones viricas. Se distinguen tres clases de IFNs segtin sus

caracteristicas estructurales y bioldgicas:

e [FN a (conocido antiguamente como IFN leucocitario)

e INF B (conocido antiguamente como IFN fibroblastico)
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e [FN vy (conocido antiguamente como IFN inmunitario)

Los IFNs a, de los que se han identificado diversos subtipos, son polipéptidos
no glicosilados con pesos moleculares entre 16 y 23 kD mientras que los

interferones P y y son polipéptidos glucosados.

Los interferones a son producidos por monocitos, leucocitos, linfocitos B en
respuesta a virus y otros estimulos denominados inductores de tipo I que
comprenden otros microorganismos, componentes microbianos y diversos
compuestos sintéticos. Tienen un importante papel en la respuesta a las
infecciones virales agudas, como mediadores de la respuesta viral
inespecifica que precede a la respuesta inmune especifica, asi como en la
modulacién de dicha respuesta inmune y como inmunomodulador en general.
Tienen también acciones antiproliferativas y por ello se han desarrollado usos

, . . y . 29
terapéuticos de los IFNs a para algunos procesos antineoplasicos™ .

Al menos 18 genes distintos (incluidos 4 seudogenes) son conocidos para los
IFNs humanos a; en comparacion, solo hay 1 gen para el IFN  y otro para el
P03
Los IFNs a han sido profundamente estudiados en el tratamiento de pacientes

con HCC, B y D. El IFN tiene un efecto directamente antiviral; estimulando

la respuesta celular inmune.

4 tipos de IFN a han sido evaluados en grandes ensayos clinicos en pacientes
con HCC™. En la actualidad y en nuestro medio, sélo estan disponibles como

medicamentos los IFNs a obtenidos por tecnologia de ADN recombinante:

1. IFN a-2b (Intron A, Schering) es producido mediante técnicas de

ADN recombinante. Se aprobo en los Estados Unidos para el
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tratamiento de pacientes con infeccion por VHC a dosis de 3 MU
subcutaneas 3 veces en semana durante 24 meses. También esta
aprobado su uso en muchos otros paises; en la Unién Europea, las
dosis recomendadas es de 3 MU subcutaneas 3 veces en semana
durante 12 meses, aunque debiendo ampliarse la duracion a 18 meses
en determinados pacientes.

IFN a-2a (Roferon, Roche) es otro IFN o recombinante. Se diferencia
del IFN a-2b por un tnico aminodcido. Sin embargo, son posibles
otras diferencias como resultado del proceso de elaboracion, dado que
una elevada proporcidon de pacientes tratados desarrollan anticuerpos
neutralizantes frente al I[FN a-2a, pero no al a-2b. La mayoria de las
personas producen IFN o-2b lo que probablemente explique la
elevada tasa de formacion de anticuerpos cuando se administra IFN a-
2a. Su uso estd aprobado en los Estados Unidos en el tratamiento de
pacientes con HCC a dosis de 3 MU subcuténeas 3 veces en semana
durante 12 meses. Las dosis aprobadas en la Union Europea es de 3 a
6 MU subcutdneas o intramusculares 3 veces en semana durante 6
meses, seguidas de 3 MU 3 veces en semana durante otros 6 meses.
Este régimen de tratamiento fue aprobado en base a estudios que
sugerian que la respuesta mejoraba con mayores dosis de induccion.

IFN alfacon-1 o consensus IFN (Infergen, Amgen) es un IFN

recombinante no natural, el cual fue desarrollado examinando
subtipos de IFN o y asignando el aminoacido mas frecuentemente
observado en cada posicion hasta formar una molécula consenso. Fue
aprobado su uso en los Estados Unidos a dosis de 9 pg subcutaneos
tres veces por semana durante 6 meses. Los pacientes quienes
toleraron previamente la terapia con IFN y no respondieron o

recayeron tras suspender el tratamiento deben ser tratados con 15 ug
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tres veces por semana durante 6 meses, aunque estas dosis no son
recomendadas como tratamiento inicial.

4. IFN a-nl (Wellferon, Glaxo-Wellcome) es una mezcla de 9 subtipos
de IFN procedente de lineas celulares linfobldsticas B humanas. Su
uso no estd aprobado para el tratamiento de la infeccion por el VHC
en los Estados Unidos, pero si lo estd en Europa a dosis de 5 MU
subcutdneas o intramusculares 3 veces por semana durante 48

semanas. Ha demostrado ser dosis equivalente con el IFN o-2b>.

1.3.1.2. Interferones pegilados

La pegilacion de una proteina consiste en su union a una molécula de
polietilenglicol (PEG). La unién de una proteina farmacologicamente activa a
una molécula de PEG persigue disminuir su aclaracion y asi prolongar su
permanencia tras la administracion. También ocasiona cambios en la
absorciéon y en la distribucion y podria suponer cambios en la

inmunogenicidad del IFN o en su actividad biolodgica.

Los dos IFNs pegilados actualmente disponibles difieren de forma
considerable en su estructura: el IFN pegilado a-2a estd unido a una molécula
de PEG ramificada de 40 kDa de peso molecular mientras que el IFN
pegilado a-2b lo hace a una cadena lineal de 12 kDa. Esta diferente estructura
justifica las diferencias farmacocinéticas que existen entre ellos. Los
aminodcidos que constituyen los puntos de union a la molécula de PEG son
distintos en las dos moléculas y también su tipo de unidn, lo que puede variar
su modo de interaccion con el receptor y su actividad antivirica. El IFN

pegilado o-2a tiene una vida media mas larga y un menor volumen de
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distribucioén corporal en comparacion con el IFN pegilado a-2b. Esta tltima
forma es metabolizada principalmente por via renal, mientras que la primera

lo hace por via hepatica® .

1.3.1.3. Eficacia del interferon

Muchos estudios no controlados y mas de 70 estudios controlados y
randomizados han documentado la eficacia del IFN para el tratamiento de la
HCC** . Aproximadamente el 40 % de los pacientes responden durante el
tratamiento con una temprana normalizacion de los niveles de alanina
aminotransferasa (ALT) y pérdida del ARN viral detectable, generalmente en
las primeras 8 a 12 semanas’ .

En comparacion con los pacientes no tratados, el [IFN administrado a dosis de
3 MU tres veces en semana durante 12 meses aumenta la probabilidad de
RVS en pacientes naive. La tasa total de RVS a estas dosis y tiempo de
administracion fue de 17 %. La dosis de 6 MU fue mas efectiva que la de 3
MU administrada durante 12 meses de tratamiento o mas vs 6 meses. Sin
embargo, los efectos adversos eran mas comunes con mayores dosis y con

tratamientos mas prolongados®.

Con el desarrollo de las formas de IFN pegilado se ha conseguido prolongar
la vida media plasmatica del farmaco hasta varios dias, permitiendo la
administracion del farmaco una vez por semana y obteniendo una mejoria
considerable en tanto en la farmacocinética como en la farmacodinamica, con
una mayor y mas eficaz supresion de la actividad antiviral en comparacion

con la administracién del IFN estandar tres veces por semana (Figura 6).
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, IFN o HCV, 4 IFN pegilado a HCV
RNA RNA
LMM J VS D LM MJV SD
IFN o estandar IFN pegilado a-2a (40KD)

Zeuzem y cols. Hepatology. 1996,1998. Lam y cols. Hepatology. 1997.Pawlotsky
y cols. Hepatology. 2000 (Abstr). Zeuzem y cols. Gastroenterology. 2001.

Figura 6. Farmacocinética y dinamica del IFN o estandar frente al IFN
pegilado a-2a.

A pesar de estas diferencias, la eficacia de ambos farmacos es bastante
similar en los estudios publicados, especialmente cuando son empleados en
combinacion con RBV. En estos estudios el IFN pegilado fue comparado
frente a IFN estdndar, tanto en monoterapia como en tratamiento combinado.
Los resultados de los principales ensayos clinicos estan representados en la

tabla 2°7.

Los estudios con monoterapia®®* indican claramente que ambas formas de
IFN pegilado fueron significativamente superiores al IFN estdndar en
relacidon con las tasas de respuesta viroldgica precoz (RVP) y RVS. La tasa
de RVS con IFN pegilado a-2a fue del 39 % comparado con el 19 % con IFN
estandar’®. En un estudio similar, distinta dosificacion de IFN pegilado a-2b,
ajustada en funcién del peso del paciente y administrada una vez por semana

fue comparada con 3 MU, tres veces por semana de IFN a-2b. El tratamiento
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fue administrado durante un afio, obteniendo una tasa de RVS del 12 % con
IFN a-2b, del 18 % con 0.5 pg/kg/semana de IFN pegilado a-2b, 25 % con
1.0 pg/kg/semana y del 23 % con 1.5 pg/kg/semana®. En pacientes con

fibrosis en puentes o cirrosis hepatica la tasa de RVS fue del 30 % con 180

ng de IFN pegilado a-2a y del 8 % con IFN estandar™.

AUTOR

PAUTA
TERAPEUTICA

NO

RFT (IC
95%)

RVS (IC
95%)

Zeuzemy
cols.,2000

IFN-aa 2a, 6 mU/dia
durante 12  semanas,
luego 3 mU durante 36
semanas

IFN pegilado o 2a,
180pg/semana durante 48
semanas

264

267

28% (22-33)

69% (63-75)

19% (14-24)

39% (33-45)

Heathcote
cols.,2000

[FN-oo 2a 3 mU/dia
durante 48 semanas

I[FN pegilado o 2a,
90ug/semana durante 48
semanas

IFN pegilado o 2a,
180ug/semana durante 48
semanas

88

96

87

14% (8-23)

42% (32-52)

44% (34-54)

7% (4-16)

15% (9-23)

30% (21-40)

Lindsay
cols.,2001

IFN-02b, 3 mU/dia
durante 48 semanas

I[FN pegilado o 2b,
0,5ng/kg/semana durante
48 semanas

IFN pegilado o 2b,
1,0pg/kg/semana durante
48 semanas

I[FN pegilado o 2b,
1,5ng/kg/semana durante
48 semanas

303

315

297

304

24% (20-29)

33% (28-39)

41% (35-46)

49% (43-55)

12% (9-16)

18% (14-23)

25% (20-30)

23% (19-28)

(*) N: numero de pacientes; RFT: respuesta viroldgica al final del tratamiento; RVS:
respuesta viroldgica sostenida

Tabla 2. Ensayos aleatorizados con IFN e IFN pegilado en monoterapia.

23




INTRODUCCION

1.3.1.4. Mecanismos de accion del interferon

Los IFNs estan relacionados con las citocinas e inducen acciones antivirales e
inmunomoduladoras en las células dianas. El tipo I estd formado por 21
subtipos de IFN a, un subtipo de IFN [, un subtipo de IFN ® ¢ IFN tau. El
IFN tipo II se conoce también como IFN y. El IFN a se puede unir a dos
receptores en la superficie celular, el receptor 1 (IFNAR1) y el receptor 2
(IFNRAZ2c). La unién con estos receptores conduce a la activacion de la sefial
Jak-STAT, a través de la accién de Jak 1 y la proteinkinasa Tyk 2, que
conduce a la activacion de las proteinas de transcripcion (STAT): STAT 1y
STAT 2" Se piensa que la STAT 3 y STAT 5 también responden a este
tipo de sefiales. En el ntcleo de la célula, la STAT 1 y 2 se unen a p48/IRF-9
y forman el gen factor 3 estimulado por el IFN (ISGF3). La unién de ISGF3
con los elementos de respuesta del IFN-estimulado (ISRE), se conoce como

los genes que son estimulados por el IFN (ISGs).

Los productos ISGs representan la accidn terapéutica primaria del IFN contra
el VHC. La razon de la limitada eficacia del IFN no esta clara, aunque
probablemente dependa de factores virales y del huésped, que en definitiva
afectan la expresion y la funcidon de ISGs inducido durante el tratamiento con
IFN®. La unién del IFN con su receptor induce, a través de estos
mecanismos, la produccidn de proteinas antivirales, las mas importantes son:
la 2', 5' oligoadenilato sintetasa, la proteina MxA y sobre todo Ila
proteinkinasa dependiente de ARN de cadena doble (PKR). La PKR tiene
muchas funciones celulares, como las proapoptoticas, el control del
crecimiento celular, la actividad en la diferenciacion celular y, por supuesto,
la inhibicidn de la sintesis de proteinas en respuesta a la infeccion viral por

inactivacion del factor de iniciacidén de la traduccion (elF2 a). Estudios con
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microarray indican que el genoma humano codifica cientos, si no miles, de
diversas formas funcionales de ISGs. Algunos de estos genes inducidos por el
IFN o han sido estudiados por su papel en la resistencia del VHC al IFN, ya
que hay evidencias que sugieren que el VHC interfiere con las vias de
sefializacion del IFN y la expresion de ISGs. Una lista corta de 123 ISGs
fueron identificadas, cuya expresion se incrementa in vivo € in vitro a las 3
horas del tratamiento con IFN**, precediendo al comienzo de la primera fase
de disminucién del ARN-VHC después del IFN. Pero el IFN a no solo tiene
una accion antiviral induciendo estos productos que interrumpen la
replicacion viral en los hepatocitos, sino que también ejerce una accidn
moduladora del sistema inmune®. El IEFN o estimula la inmunidad innata
(células NK) y adquirida (CD4+ CD8+ células T) frente al VHC, mediante la
induccion de genes que participan en la presentacion de antigenos y en la

activacion de las células T.
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Figura 7*. Transduccion de la sefial del IFN o. E1 IFN a se une a los receptores de
la membrana superficial de los hepatocitos, provocando su dimerizacion (IFNAR1-IFNAR
2) y la activacion de la Jano kinasa (JAK) y la tirosinkinasa, que fosforilan los transductores
de sefiales citoplasmaticos y las proteinas activadoras de la trascripcion (STAT: Signal
Transducers and Activators of Transcription). STAT1 y STAT2 se unen al factor 9 regulador
del IFN a (IRF9), formando un gran complejo (ISGF3) que se transloca al nucleo, actuando
sobre el ADN, transcribiendo genes que salen del nucleo y codifican la produccion de
proteinas que interferirdn en la replicacion viral, en su sintesis proteica y ensamblaje.

1.3.2. RIBAVIRINA

Los andlogos de los nucledsidos y nucledtidos han demostrado su efecto
antiviral y se usan en el tratamiento de las hepatitis virales. La RBV, que fue
sintetizada en el afio 1970, es un nucledsido analogo de la guanosina, usada
principalmente en el pasado para el tratamiento de la infeccidn respiratoria
severa por el virus respiratorio sincitial en nifios. En un principio se penso

que la RBV tenia un efecto “cosmético”, disminuyendo solo las
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transaminasas. En 1995 se publicd un estudio aleatorizado en 58 pacientes
con HCC, comparando la RBV a una dosis de 1.200 mg/dia durante 48
semanas con placebo. La reduccion de ALT fue del 54 % en el grupo de
RBYV, mientras que en los controles era del 5 %. En cambio, no modificaba la
carga viral del VHC ni durante el tratamiento ni después del mismo®’. Esto
significa que la RBV no tiene un efecto antiviral propio frente al VHC y no

es eficaz en monoterapia.

1.3.2.1. Mecanismos de accion de la ribavirina

Se podria pensar que la RBV es un adyuvante del IFN o, ya que
aparentemente no disminuye la carga viral. La realidad es que la RBV tiene
un efecto sinérgico, y actia cooperando y potenciando al IFN a. Aunque su
mecanismo de accidn no se conoce con exactitud, recientemente se ha
demostrado que tiene una leve accion sobre la replicacion viral y que es un

mutageno del VHC.

La RBV entra en la célula hepatica como un profarmaco y es convertida en
monofosfato, difosfato y trifosfato de ribavirina, a través de una accién
secuencial de 3 kinasas celulares. Hasta este momento se han propuesto los
siguientes mecanismos de accién. (1) Favorece la inmunidad del huésped
frente al VHC potenciando una respuesta Thl con aumento de citocinas
como IFN y y TNF a e IL-2, que aumenta la lisis de los hepatocitos
infectados y reduce la produccion de viriones. (2) Inhibicion de IMPDH
(inosina monofosfato deshidrogenasa), una enzima que transitoriamente
depleciona el pool intracelular de trifosfato de guanosina, que es esencial

para la transcripcion viral y la replicacion de los virus ARN. No obstante,

27



INTRODUCCION

otros inhibidores especificos de IMPDH como el merimepodib (VX-497) no
han demostrado de una manera clara un efecto antiviral frente al VHC. (3)
Tampoco parece que la RBV sea un potente inhibidor de la ARN polimerasa,
ya que solo produce una leve disminucién de la carga viral (<0,5 log;o), y no
aumenta la pendiente de la primera fase de reduccion del ARN-VHC. (4) Por
ultimo, la RBV actuaria como un mutageno del VHC al incorporarse dentro
de los nuevos genomas sintetizados, dando lugar a mutaciones inducidas por
la RBV en el genoma viral y originando un “error catastréfico” de la
replicacion (mutaciones suicidas). El resultado final es que los viriones
infecciosos van desapareciendo, y se evita que el virus ataque a los

hepatocitos sanos.

Se ha comprobado, que la administracion de RBV en monoterapia produce
una precoz y leve reduccion de la carga viral. Este efecto es transitorio y
desaparece al cuarto dia. Por tanto, la RBV actia en esta primera fase
reduciendo la carga viral. Estos datos se confirmaron en un estudio posterior
administrando RBV en monoterapia durante 4 semanas seguido de IFN a y
RBV. Durante el periodo de administracion de RBV la reduccion de la carga
viral fue s6lo de 0,34 log;o. Al afiadir el IFN a la reduccion diaria de la carga
viral en la primera fase fue de 2 logj¢/dia, y en la segunda fase de 0,15

loglo/dia48.

El efecto mutagénico de la RBV se ha demostrado in vitro. No obstante, la
extrapolacion de los resultados no es facil, ya que la concentracién de RBV
era muy alta, y nunca se ha observado esas concentraciones plasmaticas en
humanos. Los estudio in vivo son escasos y en cierta manera contradictorios.
Estudiando la region NS5B en pacientes tratados con RBV en monoterapia,

49 - -
Young y cols.” observaron un incremento de las mutaciones no
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estadisticamente significativo de 3 veces su valor con respecto al periodo
basal. En un estudio maés reciente, Asahina y cols.*® siguen a 34 pacientes
infectados por el VHC genotipo 1 por un tiempo variable antes del
tratamiento, después administran RBV en monoterapia durante 4 semanas,
seguido de IFN a y RBV durante 24 semanas, secuencian la regiéon NS5A y
NS5B antes y después de las 4 semanas de tratamiento con RBV. De los 34
pacientes 10 mostraron nuevas mutaciones en la region NS5A después del
tratamiento con RBV en monoterapia, y 8 en la region NS5B. En estos
pacientes la tasa de mutaciones fue significativamente mayor después de la
RBV comparada con el periodo de observacidn (proporcion de mutaciones en
NS5A antes de RBV 0,6x107, después 2,9x107% P = 0.02; NS5B antes
0,24x107 y después 1,3x107%, P = 0.02). También la proporcion de pacientes
que presentaron mutaciones en la regiéon NS5A con la monoterapia fue mayor
entre los que tenian una RVS que en los no respondedores (NR) (80 % y 8 %,
respectivamente, P < 0.001). Estos datos, si son confirmados, indican que la
RBV favorece las mutaciones del genoma viral y que progresivamente

inactiva al virus.

Se ha intentado probar el efecto mutagénico de la RBV en un modelo
matematico hipotético y muy complejo. Este modelo también intenta
demostrar el aumento de la respuesta al final del tratamiento (RFT) y de la
RVS en el tratamiento combinado (Figura 8)*°. Los hepatocitos infectados
producen una liberacion de viriones infecciosos y no infecciosos. El IFN
inhibe la produccion del VHC, y la RBV introduce mutaciones dentro del
genoma VHC e incrementa la produccion de viriones no infecciosos. Se
piensa que el [FN y la RBV favorecen la respuesta inmunoldgica a través de
los NK y linfocitos T, consiguiendo la muerte de las células infectadas por el

VHC. También la RBV puede actuar a través de un mecanismo no citolitico,
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curando las células infectadas sin destruirlas. Esto explicaria por qué la RBV
tiene ese efecto llamado “cosmético” y normaliza las transaminasas.”’ Las
células dianas del virus, que son los hepatocitos sanos, pueden ser atacadas
por los viriones infecciosos pero no por los no infecciosos. También las
células que han sido curadas por el IFN a y la RBV, son potencialmente una
diana del VHC si persiste la infeccion activa. Ademads, este modelo, intenta
explicar el aumento de la RFT y RVS al afiadir la RBV, que aumenta la
disminucion de la carga viral en la segunda fase. El efecto de la RBV
depende de la capacidad del IFN a al bloquear la produccién de viriones.
Cuando la efectividad del IFN es maxima, como en la hepatitis C aguda, el
tratamiento con IFN a en monoterapia es suficiente. Si la efectividad del IFN
o, es adecuada, como en el genotipo no-1, la RBV probablemente tiene un
efecto algo menor, ya que la produccidon de viriones estd bloqueada por el
IFN a; en estos casos una dosis mas baja de RBV (800 mg/dia) puede ser
eficaz. En cualquier caso la RBV es necesaria, ya que la RVS fue en el
genotipo no-1 del 29 % en los tratados con IFN a y del 66 % con IFN a y
RBV, ambos durante 48 semanas’'. En pacientes dificiles de tratar, como en
el genotipo 1, la efectividad del IFN a es menor, y es cuando las dosis
maximas de RBV (1.000-1.400 mg/dia) son mas necesarias para aumentar la
RVS. En resumen, la RBV tiene un efecto antiviral leve. No obstante, actia
sinérgicamente con el IFN a a través de su probable accion mutagénica,
disminuyendo la proporcion de recidivas y aumentando la tasa de RVS,

especialmente en aquellos pacientes dificiles de tratar.
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Figura 8. Mecanismo de accidon del IFN y RBV.

1.3.3. TRATAMIENTO COMBINADO CON INTERFERON MAS
RIBAVIRINA

El tratamiento para la HCC ha mejorado en los ultimos afios. Las tasas de
RVS han aumentado de forma significativa gracias a la introduccién del IFN

pegilado en asociacion con la RBV (Figura 9).

En un ensayo aleatorizado muy importante, publicado en NEJM en 1998, en
un muestra de 912 pacientes con HCC, se compard la eficacia del IFN o en
monoterapia o en combinacién con RBV (1.000-1.200 mg/dia) durante 24 6

48 semanas. Este estudio demostrd claramente que el tratamiento combinado
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durante 48 semanas era el mas efectivo: la RVS con IFN fue del 6 % en el
tratamiento corto y del 13 % en el largo, mientras que la RVS con el
tratamiento combinado fue del 31 % y del 38 %, respectivamente. Pero
quizas el aspecto mas significativo fue que la proporcion de pacientes
recidivantes con IFN o fue mayor que con el tratamiento combinado: al
suspender el tratamiento, se observo una tasa de recidivas del 46 % en el
grupo de IFN « frente al 24 % con IFN a y RBV’". Por tanto, la mayor tasa
de RVS con el tratamiento combinado estaba relacionada con una mayor
RFT y una menor proporcioén de recidivas. La contribucion de la RBV en el
tratamiento del VHC es que consigue una mayor tasa de RVS al disminuir la
proporcién de recidivas. Hay que destacar este punto, pues hasta que no se
descubran nuevos farmacos capaces de curar a los NR al tratamiento, que son
muy resistentes, la Unica oportunidad que tenemos para mejorar nuestros
resultados es conseguir reducir la tasa de pacientes que parece que van a

responder, sin embargo, cuando se suspende el tratamiento se reactivan.
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O Interferon pegilado alfa-2a 180 pg/semana
B Interferon pegilado alfa-2a 180 pg/semana mas ribavirina 1000 - 1200 mg/dia
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Figura 972, Aumento de las tasas de RVS por la prevencién de recaidas en
pacientes con HCC tras la adicion de RBV durante 48 semanas al tratamiento
con INF pegilado a-2a.

Tres grandes estudios han evaluado la combinaciéon de IFN pegilado maés
RBV>*** cuyos resultados se resumen en la tabla 3. Las principales

conclusiones fueron las siguientes:

En primer lugar, las tasas de RVS fueron casi idénticas con IFN pegilado a-
2b (54 %) que con IFN pegilado a-2a (56 %) en combinacion con RBV, y
fueron significativamente madas elevadas que cuando se empleaba IFN

estandar mas RBV.
En los estudios realizados con IFN pegilado a-2b se demostré que las tasas

de RVS eran dependientes de la dosis de RBV, estableciendo la dosis de 10.6

mg/kg como la recomendada.
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También se observo que el beneficio terapéutico aportado por la combinacién
de IFN pegilado y RBV (en comparacion con IFN estdndar mas RBV) diferia
segin los distintos subgrupos de pacientes; asi, cuando se empleaba IFN
pegilado a-2b aumentaba significativamente la tasa de RVS en pacientes con
genotipo 1 y baja carga viral, pero no en aquellos con genotipos 2 6 3 y
elevada carga viral, mientras que cuando se empleaba IFN pegilado a-2a los
incrementos en las tasas de RVS eran mas limitados en comparacion con el

IFN a-2a estandar.

En uno de los estudios se administrd IFN pegilado a-2a en combinacidén con
RBV durante 24 o 48 semanas’, observando que en los pacientes con
genotipo 1 se obtenian tasas de RVS significativamente mayores cuando eran
tratados durante mas tiempo, independientemente de la carga viral al
comienzo del tratamiento, mientras que tales diferencias no se objetivaron
con pacientes infectados por genotipos 2 6 3, independientemente de la carga
viral pretratamiento. Ademads, una dosis fija de 800 mg/dia de RBV fue
suficiente para maximizar las tasas de respuesta sostenida en pacientes con
genotipos 2 ¢ 3, mientras que los pacientes con genotipo 1 respondian mejor

a dosis mas elevadas (1.000-1.200 mg/dia) de RBV.
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Autor

Pauta terapéutica

N

RFT
(IC 95%)

RVS
(IC 95%)

Manns y
cols.,2001

IFN-a2b, 3 mU/dia + RBV
(1.000-1.200mg)durante 48 sem

IFN pegilado a2b, 1,5ug/kg/sem
+ RBYV (1.000-1.200mg) durante 4
sem y luego 0,5ug/kg/sm + RBV
(1.000-1.200mg) durante 44 sem

IFN pegilado a2b, 1,5pg/kg/sem
+ RBV (800mg/dia) durante 48
sem

505

514

511

54%(49-58)

56%(52-60)

65%(61-69)

47% (42-51)

47% (43-52)

54% (49-58)

Fried y

cols.,2002

IFN-02b, 3 mU/dia + RBV
(1.000-1.200mg) durante 48 sem

IFN-02a, 180pg/sem + placebo
durante 48 sem

IFN-o2a, 180ug/sem + RBV
(1.000-1.200mg) durante 48 sem

444

224

453

52%(47-57)

59%(53-66)

69%(65-73)

44% (40-49)

29% (24-36)

56% (52-61)

Hadziyannis

y cols., 2002

IFN-02a, 180ug/sem + RBV (800
mg) durante 24 sem

IFN-02a, 180pg/sem + RBV
(800mg) durante 48 sem

IFN-02a, 180pg/sem + RBV
(1.000-1.200mg) durante 24 sem

IFN-o2a, 180ug/sem + RBV
(1.000-1.200mg) durante 48 sem

207

361

280

436

No
disponible

No
disponible

No
disponible

No
disponible

Genotipol
29%(21-38)

40%(34-46)

41%(32-50)

51%(45-57)

Genotipo2/3
78%(70-85)

73% (64-80)

78% (71-84)

77% (70-83)

(*) N: numero de pacientes; RFT: respuesta fin de tratamiento, RVS: respuesta viroldgica sostenida.

Tabla 3. Ensayos aleatorizados con IFN pegilado mas RBV.

En base a los resultados de estos estudios, ambas formas de IFN pegilado

fueron aprobadas en los Estados Unidos y en Europa para el tratamiento de la

HCC. La recomendacién actual es emplear la combinacién de IFN pegilado

mas RBV en todos los casos de HCC, excepto en aquellas situaciones en las

que la RBV esté contraindicada. La dosis recomendada de IFN pegilado a-2a
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es 180 pg/semana, independientemente del peso corporal, mientras que la
dosificaciéon de IFN pegilado a-2b se debe ajustar al peso, debiendo
administrar 1,5 pg/kg/semana. La dosis de RBV y la duracion del tratamiento
deberia decidirse en funcion del genotipo viral. Pacientes “faciles de tratar”
(genotipos 2 0 3) deberian recibir una dosis fija de 800 mg/dia de RBV
durante 24 semanas, mientras que aquellos “dificiles de tratar” (genotipo 1y,
probablemente el 4) deberian recibir una dosis completa de RBV (1.000-
1.200 mg/dia segun el peso sea superior o inferior a 75 kg) y durante 48

semanas (Tabla 4)

Dosis de IFN . Duracion
Genotipo Tk Dosis de RBV (semanas)
INF pegilado a-2a <75 kg: 1000 mg/dia 48
180 pg/semana >75 kg: 1200 mg/dia
1 <65 kg: 800 mg/dia
IFN pegilado a-2b 65-85 kg: 1000 mg/dia 48
1,5 pg/kg/semana 86-105 kg: 1200 mg/dia
>105 kg 1400 mg/dia
INF pegilado a-2a 800 mg/dia 24
23 180 pg/semana
IFN pegilado a-2b 800 mg/dia 24

1,5 ug/kg/semana

Tabla 4. Tratamiento de la HCC.

Recientemente se han dado a conocer los resultados del estudio IDEAL. Tres
mil setenta pacientes con genotipo 1 del VHC fueron distribuidos
aleatoriamente en tres grupos de tratamiento: IFN pegilado o-2b (1,5
ug/kg/semana) y RBV (800-1.400 mg/dia), IFN pegilado o-2b (1
ng/kg/semana) y RBV (800-1.400 mg/dia) y, por ultimo, IFN pegilado a-2a
(180 pg/kg/semana) y RBV (1.000-1.200 mg/dia) durante 48 semanas y un

periodo de seguimiento de 24 semanas tras el tratamiento. En este estudio se
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han comparado dos dosis distintas de IFN pegilado a-2b (1 pg/kg/semana y
1,5 ng/kg/semana) y no se han observado diferencias en los parametros de
eficacia y seguridad entre ellas. Estos hallazgos son interesantes, ya que
podrian abrir perspectivas futuras de planteamiento terapéutico a menor dosis
con IFN pegilado a-2b. Por otro lado, la tasa de RFT (en la semana 48) fue
mayor con IFN pegilado o-2a, aunque no hubo diferencias significativas
desde el punto de vista estadistico en la respuesta viral sostenida entre los dos
IFNs pegilados, dado que la tasa de recidivas fue mayor con IFN pegilado a-
2a. Estas diferencias no pudieron ser explicadas por una distinta exposicion a

RBYV entre ambos grupos de tratamiento™.

También se ha comenzado a evaluar la posible eficacia del IFN pegilado en
los pacientes con cirrosis hepatica. Las tasas de RVS con IFN estandar en los
pacientes con cirrosis son de alrededor del 6 %, mientras que el IFN pegilado
incrementa las tasas de RVS al 29 %°°, si bien los estudios realizados con
este subgrupo de pacientes son aun escasos. Distintos estudios han
comunicado resultados que sugieren que en los pacientes cirrdticos tratados
con IFN puede disminuir la progresién de la fibrosis hepatica, incluso en los
pacientes NR, y evitar el desarrollo de CHC. La mayoria de los estudios son
retrospectivos y no controlados por lo que parece necesario esperar a la
realizacién de ensayos clinicos aleatorizados con un niimero suficiente de
pacientes para establecer definitivamente la influencia del tratamiento con

IFN en el desarrollo del CHC.
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1.3.3.1. No respondedores

En los pacientes que no respondieron o recayeron tras la monoterapia con
IFN estandar, el retratamiento con dosis adecuadas de IFN pegilado mas

RBYV puede lograr una RVS en alrededor del 20-40 % de los casos’’.

Si los pacientes habian recibido tratamiento combinado con IFN estdndar mas
RBYV, la respuesta que puede esperarse al retratamiento con IFN pegilado y
RBYV es inferior, de alrededor del 15 % para los pacientes con genotipo 1 y
del 30 % en los pacientes con genotipo 3. En los pacientes incluidos en el
estudio HALT-C, NR a monoterapia con IFN estdndar o en combinacién con
RBV, y que tenian una fibrosis avanzada o cirrosis, el retratamiento con IFN
pegilado a-2a y RBV logré una RVS global del 18 %, que incluye un 12 %
en los tratados inicialmente con tratamiento combinado y a un 28 % a los que

habian recibido monoterapia®>’.

La exploracion de la efectividad del retratamiento con IFN pegilado, en este
caso a-2b, y RBV es objetivo de un estudio®, en el que se han incluido a
2333 pacientes NR o que recidivaron tras un tratamiento con IFN estandar y

RBYV, presentando RVS en un 14 % de los NR y un 38 % de los recidivantes.

Un estudio reciente ha analizado la eficacia y la seguridad del retratamiento
con IFN pegilado a-2a y RBV en pacientes que no habian respondido al
tratamiento con INF pegilado a-2b y RBV®'. El estudio incluyd a 950
pacientes, de los que mas del 90 % estaban infectados por el genotipo 1. Los
pacientes fueron aleatorizados en 4 grupos para recibir tratamiento durante 48
o 72 semanas con dosis estandar (180 ug/ semana) de IFN pegilado o con una

dosis doble (360 pg/ semana) durante las primeras 12 semanas. Se administré
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una dosis de 1.000-1.200 mg/dia de RBV. Aunque la respuesta a las 12
semanas fue superior en los pacientes tratados con una dosis inicial elevada
de IFN, la RFT fue similar en todos los grupos. Sin embargo, la tasa de
recaida fue menor en los pacientes tratados durante 72 semanas. La diferencia
alcanzd significacion estadistica cuando se agruparon los pacientes segun la

duracidn del tratamiento.

Un estudio ha explorado la eficacia y la seguridad del retratamiento de
pacientes NR al IFN pegilado y RBV utilizando dosis diarias de IFN
consenso y RBV®. El 94 % estaban infectados por genotipo 1y el 59 % tenia
fibrosis hepatica avanzada. Los pacientes recibieron tratamiento durante 48
semanas con RBV y con dosis de 9 o 15 pg/dia de IFN consenso y la tasa de

RVS fue baja, del 5 y el 10 % respectivamente.
Todos los estudios precedentes indican que la probabilidad de conseguir

erradicar la infeccion en los pacientes que no han respondido a un primer

tratamiento es realmente baja.
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1.4. MECANISMOS DE RESISTENCIA DEL VIRUS DE LA
HEPATITIS C AL TRATAMIENTO ANTIVIRAL

El objetivo del tratamiento en la hepatitis cronica por VHC es lograr una
RVS, definida esta como la normalizacion de la ALT y negativizacion del
ARN viral después de 24 semanas tras finalizar el tratamiento. La resistencia
del VHC se define como la persistencia del ARN-VHC tras el tratamiento. La
incidencia de resistencia del VHC a las terapias con IFN varia de acuerdo con
el régimen de administracion. Casi en el 60 % de los pacientes falla el
tratamiento tras recibir el régimen basado en 3 MU de IFN a 3 veces por
semana mas RBV, 1.000 a 1.200 mg/dia, durante 24 a 48 semanas. La
administracion semanal de IFN pegilado o parece asociarse con una
incidencia de un 60 a 75 % de resistencias del VHC segin los programas
terapéuticos y la poblacion tratada®®°. En pacientes que alcanzaron RVS tras
tratamiento con IFN estdndar, se objetivé recidiva viral en tan solo un 2-4 %
tras 5 afios de seguimiento, y no se objetivo recaida después de 5-10 afios de
seguimiento®. La durabilidad de 5 afios de la RVS se elevaba a mas del 99 %
en pacientes tratados con IFN pegilado®”®®. La incidencia de resistencias en

los pacientes tratados con IFN pegilado o y RBV es del orden del 50 %.

14.1. FACTORES PREDICTIVOS DE RESPUESTA AL
TRATAMIENTO ANTIVIRAL

Las causas de resistencia al tratamiento con IFN son multifactoriales. La
mayor parte de las veces son combinadas en un mismo paciente y debidas al
régimen de tratamiento, factores del huésped, forma de presentacién o

severidad de la infeccion por el VHC, o factores virales®.
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1.4.1.1. Factores relacionados con el tratamiento

Cinética de replicacion viral. En la etapa cronica de la infeccidn, la cinética

L 65,70,71
de replicacion viral es estable™ "™

. Esto significa que la produccién viral
por las células infectadas es compensada por la destruccion periférica del
virus, mientras que la células infectadas de novo se compensa por la muerte
de las células infectadas. Esta etapa se caracteriza por una vida media
estimada del virién libre de 3 horas, y una tasa de produccidén-aclaramiento

diaria de 10'? particulas virales por dia’’.
p p

La administracion diaria de IFN o y semanal de IFN pegilado a induce una
tipica declinacién bifasica de la replicacion viral (Figura 10)*: en una
primera fase, en las primeras 24 horas tras la administracion, se observa una
rapida disminucidn de la carga viral debida a la inhibicion directa del IFN
sobre la produccion viral. Esta disminucion se observa tanto en los pacientes

que al final del tratamiento conseguirdn una RVS como en los que no.

Mayor relacién tiene con la respuesta la segunda fase de descenso de la carga
viral, mas paulatina, que se corresponde con la muerte de las células
infectadas por el VHC con participacion de la respuesta inmune especifica,
en la que el IFN tiene por supuesto un papel, en el contexto de la eficaz
inhibicidn de la produccion viral, y conduce al aclaramiento del ARN viral en

- , 65,70,72,73
una gran proporcidn de pacientes™ "7,

Recientemente se ha propuesto una tercera fase de cinética viral que

representa la eliminaciéon de viriones de células infectadas mediada por

. . . . 74.75 . . .
mecanismos inmunitarios celulares’™ . Esta fase ha sido definida a partir de
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un estudio que ha investigado recientemente los efectos sobre la cinética viral
de la combinacién de IFN pegilado mas RBV. La disminucién de la viremia
en esta tercera fase fue mas importante en los pacientes que habian recibido
tratamiento combinado con IFN pegilado y RBV. Probablemente esta fase
represente un aumento de la degradacion de células infectadas causada por la
potenciacion de la respuesta inmune que produce la RBV asociada al IFN

pegilado.

Carga viral (log;o Ul/ml)

] 50 100 150 200 250 300 as0 400

Horas tras el inicio de la terapia

Figura 10”. Ejemplo de cinética viral en un paciente que recibié 3 MU/dia

de IFN o. La disminucién de la carga viral siguié un patrén bifasico, con una primera fase
de descenso rapido en las 48 horas iniciales, seguido de una segunda fase mas lenta y
mantenida a partir del segundo dia.

La duracion del tratamiento influye significativamente en la respuesta al
mismo. Tratamientos prolongados disminuyen significativamente la
incidencia de recaida en los pacientes con aclaramiento del ARN viral

durante el mismo. En la mayoria de los estudios en los que se usaba el mismo
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régimen de tratamiento, durante un periodo fijo de tiempo, la duracion de la
fase de mantenimiento variaba considerablemente dependiendo de Ia
duracion de la fase de induccidén. Esto es explicado en parte por el
aclaramiento temprano del ARN en sangre, por lo que una corta fase de
induccion seguida de una larga fase de mantenimiento, es predictivo de

RVSSI,76

Evaluacion de la respuesta tras 4 semanas de tratamiento. La respuesta
virolégica répida (RVR), definida como ARN-VHC indetectable en la
semana 4 de tratamiento estd cada vez mas reconocida como uno de los
factores predictivos de RVS independientes mas importantes. En un reciente
analisis retrospectivo de 1383 pacientes, demostrd que el logro de RVR se
correlaciona con una elevada probabilidad de alcanzar RVS (86-100 %) al
tratamiento combinado con IFN pegilado y RBV, independientemente del

genotipo viral”’.

Evaluacion de la respuesta tras 12 semanas de tratamiento. Durante
muchos afios, la RVP, definida como disminucion de la carga viral > 2 logg
o ARN indetectable en la semana 12, se ha utilizado como el principal factor
para tomar decisiones acerca del tratamiento, de forma que el 0-3 % de los
pacientes con un descenso menor de 2 logjo en la carga viral en la semana 12
de tratamiento alcanzaban RVS, lo que llevo a suspender el tratamiento en

los pacientes sin RVP independientemente del genotipo>> .

Recientemente se ha demostrado que pacientes infectados con el genotipo 1
del VHC con RVP parcial (descenso de la carga viral > 2 log;o pero con ARN
detectable en la semana 12) lograban RVS en un 17-29 % con IFN

pegilado/RBV durante 48 semanas, beneficidndose este subgrupo de
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pacientes respondedores lentos de una ampliaciéon de la duracion del

tratamiento combinado a 72 semanas’ ",

Evaluacion de la respuesta tras 24 semanas de tratamiento. Los pacientes
que cumplen criterios de RVP pero que mantienen ARN viral detectable en la
semana 24 no alcanzan RVS en 98-100 % de los casos, por lo que se

. . ., . . ., 52 0
recomienda la interrupcion del tratamiento en esta situacion® ",

Importancia de la inhibicion de la union del interferon con su receptor
en la respuesta al tratamiento. Se han identificado algunas sustancias que
inhiben la union del IFN a su receptor celular y afecta la sefializacién en
cascada que ya se ha descrito. La activacién de estas sustancias puede
originar un fallo en el tratamiento. Destaca los supresores de la sefializacion
de las citocinas (SOCS)®'. Se sabe que muchas citocinas como la interleukina
6 (IL-6), IL-1, IL-10 y factor de necrosis tumoral o (TNF-a), inducen la
expresion de SOCS, que inhibe las vias de sefializacion del IFN y su accidén
antiviral®. Se ha demostrado que niveles altos de TNF-o en el higado y
células mononucleares favoren la resistencia al tratamiento®. También se ha
descrito que altos niveles de IL-10 se correlacionan con una pobre respuesta
al tratamiento®. Por ultimo, la expresién de IFNAR1 y IFNAR2c es muy
importante para que el IFN consiga una actividad antiviral, niveles altos de

. . , . 85
estos receptores se correlacionan con la respuesta virologica™.

1.4.1.2. Factores relacionados con el huésped

La edad en la que se contrae la infeccidon parece ser un factor de relieve. En

todos los grandes estudios con IFN pegilado y RBV los pacientes mas
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jovenes se correlacionan significativamente con RVS cuando se evalué por
analisis univariante y multivariante, presentando los pacientes menores de

40-45 afios las mejores tasas de respuesta® > %,

El sexo masculino se ha asociado con peor evolucion de la infeccion en los
estudios llevados a cabo por numerosos autores’®™. En el estudio de Poynard
y cols.®” se sugiere que la aparicién y la progresion de la fibrosis dependen en
mayor medida de factores del huésped més que de factores virales. De entre
todas las variables estudiadas, tres se correlacionaron de forma clara con la
progresion de la fibrosis: el sexo, el consumo de alcohol y la edad en el
momento de la infeccion. Sin embargo, no se encontrd ninguna relacion entre

el grado de lesion histologica y la carga viral o el genotipo.

Las caracteristicas del paciente tales como mayor edad, sexo masculino y
raza (Africano o Hispano frente Caucdsico o Asidtico) se han asociado con
peores tasas de RVS, por lo que factores genéticos, hormonales y/o

inmunoldgicos son determinantes para la sensibilidad del VHC al IFN o'

90

El peso corporal también parece influir en la tasa de respuesta por la
modificacién del volumen de distribucion del farmaco y los niveles de
concentracion. En un estudio prospectivo, un indice de masa corporal (IMC)
> 25 kg/m” se asocié significativamente con progresion a fibrosis’'. Un
menor peso corporal (< 75-80 kg) se asocid significativamente con mayores
tasas de RVS en tratamiento combinado con ambos IFNs pegilados mas

52,53,92
RBV =7,
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En el estudio de Romero-Gémez y cols.” el indice HOMA se ha relacionado
con la respuesta al tratamiento en pacientes infectados por el genotipo 1
tratados con IFN pegilado mas RBV. En este estudio, pacientes con un indice
HOMA normal (<2) presentaron RVS en un 60.5 % comparado con tasas de
RVS de un 40 % en pacientes con resistencia insulinica moderada (HOMA 2-
4) y tan solo un 20 % de RVS en pacientes con resistencia severa a la insulina
(HOMA>4). El mecanismo mediante el que la resistencia insulinica y la
obesidad contribuyen a la falta de respuesta al IFN es a través de la
regulacion de SOCS3. SOCS3 bloquea la sefializacion del IFN y puede
incrementar la resistencia a la insulina promoviendo la degradacion mediada
por ubiquitina del sustrato del receptor de la insulina (IRS) 1 y 2. Se estan
realizando ensayos clinicos para determinar si la adicién de sintetizadores
farmacologicos de la insulina, como las tiazolidinedionas, al tratamiento

estandar del VHC incrementaria la RVS’*,

En los pacientes que inicialmente responden al tratamiento, la induccion de
anticuerpos anti-IFN por el IFN recombinante parece ser responsable de mas

95,96

del 50% de los fallos de respuesta al tratamiento Algunos

comportamientos, tales como alcoholismo activo o uso de drogas

intravenosas, se asocian con menores tasas de respuesta’’ .

Varios estudios han investigado los patrones genéticos del huésped que
pueden estar asociados con la probabilidad de respuesta virologica al
tratamiento con IFN. Investigaciones sobre el tejido hepatico sugieren que los
pacientes NR tienden a presentar elevada expresion de los ISGs como una
parte de la cascada de regulacion del IFN y esto puede tener valor predictivo
en el tratamiento del VHC. Elevados niveles de PKR mRNA en células

mononucleares de sangre periférica y hepaticas se correlacionan con ausencia
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de respuesta. Ademads, la ausencia de respuesta se asocid con pequefios
cambios en la expresion génica en células mononucleares de sangre periférica
en contraposicion a grandes cambios hallados en respondedores al
tratamiento. Polimorfismos de un tunico nucleotido (SNPs) de diferentes
genes se han asociado con los resultados del tratamiento. El polimorfismo del
gen HFE (ambas mutaciones C282Y y H63D) podria influir positivamente en
la respuesta al tratamiento con IFN, como se ha demostrado en recientes
ensayos clinicos'”. Finalmente la adherencia al tratamiento parece ser uno de

los mas importantes factores determinantes de su resultado.

1.4.1.3. Factores relacionados con la enfermedad

En la HCC, la progresion hacia fibrosis es variable y parece depender de la
edad y de la duracién de la infeccion'”'. La presencia de fibrosis hepatica
avanzada y cirrosis se ha relacionado, desde hace tiempo, con menores tasas
de RVS al tratamiento con IFN°#%1% "agtando el tratamiento contraindicado

. . . 102
en pacientes con cirrosis descompensada .

Los pacientes coinfectados por el VIH también presentan menores tasas de
respuesta, sobre todo aquellos con bajos niveles de CD4'”. Los NR a
tratamientos previos con IFN o combinacion de IFN mas RBV presentan

menores tasas de RVS tras el tratamiento'*.
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1.4.1.4. Factores virales

1.4.1.4.1. Carga viral

Aunque la cuantificacion del ARN viral no ha demostrado ser un factor
predictivo para el desarrollo de lesion hepatica asociada al VHC o de
progresion de la enfermedad, la evaluacion de la carga viral antes, durante y
tras el tratamiento es una importante herramienta para predecir los resultados
del tratamiento. Una baja carga viral basal (<600.000-800.000 Ul/ml) ha
demostrado ser un factor predictivo de RVS independientemente del genotipo
viral en numerosos estudios. El efecto de la carga viral como factor
predictivo se considerd6 no lineal. Mientras que para concentraciones de
ARN-VHC de hasta aproximadamente 400.000 Ul/ml se demostrd
correlacion lineal con la RVS; para niveles mayores, se apreciaron tasas de
RVS relativamente estables, sin un nuevo descenso significativo, en

pacientes tratados con IFN pegilado mas RBV'%,

1.4.1.4.2. Genotipo viral

El genotipo del VHC es el factor predictivo basal mas importante para la
respuesta al tratamiento basado en IFN a. En numerosos estudios el genotipo
1b del VHC respecto al resto de genotipos se ha mostrado como factor de mal
prondstico y se ha relacionado con una peor evolucion de la infeccion®>'%%
197 Las tasas de RV para pacientes con genotipo 1 varian del 41 al 52 % de
los pacientes tratados con terapia combinada durante 48 semanas, mientras
que los pacientes con genotipo 2 y 3 alcanzan tasas de RVS del 76 al 84 % de

los pacientes tratados con IFN pegilado y RBV. En un estudio llevado a cabo

en Japdén con 140 pacientes infectados por el VHC y con un seguimiento

48



INTRODUCCION

medio de 10 afios, se produjo una progresidon histologica en el 68 % de los
pacientes con genotipo 1 comparado con el 42 % de los del genotipo 2.
Ademas en este mismo estudio se observo que la carga viral de los pacientes
con genotipo 1 fue significativamente mayor que la de los pacientes

infectados por el genotipo 2'%.

1.4.1.4.3. Importancia de las cuasiespecies en la resistencia del virus de la

hepatitis C

Se ha demostrado que el extremo amino terminal de la region E2 del VHC es
el que mayor heterogeneidad presenta y mas concretamente la region HVR
1'”. Debido a su alto grado de variabilidad, la region HVR 1 ha sido
utilizada para la identificacion de las distintas variantes virales o
cuasiespecies de los individuos infectados con el VHC, esto no quiere decir

que no exista heterogeneidad en el resto del genoma del virus''®.

Se ha intentado correlacionar el grado de variabilidad viral con la respuesta al

111-115 118,119

tratamiento , la persistencia viral''™'"" y el dafio hepatico
Estudiando la posible relacion entre la evolucion de la infeccion y la
evolucion genética del virus en el huésped a partir de la comparacién entre
pacientes en los que se resolvid la infeccion frente a los que progresaron a

" (e 117,120
hepatitis cronica 7

, se ha sugerido que la persistencia del VHC se debe a
su alta capacidad mutagénica y a su compleja composiciéon en cuanto a
cuasispecies, lo que le permitiria escapar del sistema de vigilancia
inmunoldgica del huésped'?"'**. Entre aquellos que resolvieron la infeccion,
la variabilidad genética del virus durante la fase aguda de la infeccion tendia

a disminuir en los primeros 3 meses, permanecia estable en aquellos que
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evolucionaban a hepatitis leve y se incrementaba en los que evolucionaban

. .. , . 11
hacia la hepatitis cronica severa''”.

Desde que Okada y cols. en 1992'%, demostraron una correlacién entre la
complejidad de las cuasiespecies en la region HVR 1 antes de comenzar el
tratamiento antiviral y la respuesta a éste, la gran mayoria de los estudios se
han centrado en el grado de variabilidad genética del VHC como factor
predictivo de respuesta. Entre los trabajos cabe destacar el realizado por Yeh
y cols. en el 2002'"; estudian los factores predictivos de respuesta en 26
pacientes con HCC, genotipo 1b, tratados con IFN a. Los autores concluyen
que a mayor carga viral y mayor numero de cuasiespecies basal, la respuesta
al tratamiento es menor. Otros autores coinciden en que las cuasiespecies es
un factor predictivo de respuesta al tratamiento con IFN®*'!*12#126 Seoun el
estudio de Salmerén y cols'?’ las cuasiespecies son un factor predictivo
importante de RVS. Se estudiaron 84 pacientes tratados con IFN y RBV. En
la regresion logistica se pudo comprobar que el genotipo, la carga viral y las
cuasiespecies tenian valor independiente. Sin embargo, hay mucha
controversia, ya que dependiendo del disefio y del método utilizado para el

analisis de las cuasiespecies se pueden obtener resultados diferentes.

Se ha documentado que la composicion de las cuasiespecies del VHC sufren
significativos cambios durante el tratamiento con IFN, lo que sugiere que el
IFN puede ejercer, directa o indirectamente, una presion selectiva en la
evolucion del virus''’. Los pacientes NR y sobre todo los recidivantes a un
primer tratamiento con IFN o, pueden lograr una RVS en un segundo
tratamiento®”. En estos casos se han observado cambios significativos en las
cuasiespecies después de finalizar el primer tratamiento. Esto parece indicar

que se produce una seleccion de variantes gendmicas que tienen capacidad de
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seguir replicandose en las células, pero que son sensibles al IFN, por lo que
un segundo tratamiento conseguiria una RVS. Todo esto explicaria la clinica
de los pacientes recidivantes al tratamiento con IFN o. Durante el
tratamiento, el conjunto viroldgico replicativo no esta bien adaptado, por lo
que comienza a disminuir la carga viral y a normalizarse la ALT. Sin
embargo, las nuevas mutaciones que van apareciendo pueden ser
ocasionalmente ventajosas para el virus, aumentando la capacidad de
replicacion de estos genomas, que infectarian nuevas células y provocaria
una recaida del paciente. Hay pacientes recidivantes que al suspender la
medicacion tienen un pico marcado de ALT y un aumento de la carga viral.
También se ha demostrado que estos cambios en el genoma del virus son
mucho mas rdpidos al comienzo del tratamiento que al final del mismo,

. : : 12
sugiriendo que la resistencia al IEN es muy precoz' .

Un estudio muy interesante sobre la evolucion de las cuasiespecies del VHC
durante el tratamiento con IFN fue publicado por Farci y cols.''’. Los autores
estudian mediante clonacion y posterior secuenciacion de la region HVR 1 a
23 pacientes con HCC, cuyo patrdn de respuesta al tratamiento era diferente:
RVS, recidivantes al finalizar el tratamiento, recidivantes durante el
tratamiento y NR. Utilizaron como grupo control pacientes no tratados. El
estudio de las cuasiespecies se realizo en muestras basales de los 4 grupos, no
observandose diferencias estadisticas entre los grupos seleccionados. A las 2
semanas de comenzar el tratamiento, se detectd solo en los respondedores
una disminucion significativa de la complejidad y la diversidad de las
cuasiespecies en paralelo con una significativa reduccion de la carga viral,
sugiriendo que los cambios precoces de la viremia y de las cuasiespecies
pueden predecir la RVS. Curiosamente un patrén similar se ha observado en

: , . 11 .
pacientes que aclaraban espontaneamente el virus''’. En los pacientes que
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recidivaban una vez finalizado el tratamiento, se observd que las cepas
salvajes del virus desaparecian al finalizar el tratamiento. Sin embargo,
aparecian nuevas cepas virales, posiblemente resistentes al IFN. Los
pacientes NR y recidivantes durante el tratamiento, mostraban una
persistencia de las variantes virales dominantes originales durante todo el
tratamiento, esto sugiere que pueden existir cepas virales resistentes al
tratamiento con IFN. Estudios realizados con la técnica SSCP, también han
demostrado resultados semejantes: los pacientes respondedores al IFN
pegilado més RBV presentan una disminucidn en el nimero de cuasiespecies

; .12
asi como de la carga viral'”’.

Polyak y cols.”*” en 1998, también demostraron que durante el tratamiento
con IFN puede aparecer un incremento en el numero de cuasiespecies en
pacientes NR. Esto sugiere que durante el tratamiento hay una presion
selectiva, apareciendo nuevas cepas resistentes al IFN, que se entiende como
un proceso adaptativo del virus al entorno en el que se encuentra. Sin
embargo, esto es dificil de evaluar, ya que el mecanismo de accion del IFN es

muy complejo y atin no es del todo conocido.

Son varios los trabajos en los que no encuentran diferencias en el numero de
variantes virales antes, durante y al finalizar el tratamiento, pero todos

113,114
b b

coinciden en que los pacientes son NR y genotipo 1 o recidivantes al

finalizar el tratamiento'''. Cabe destacar, el estudio realizado por Thelu y

113
cols.

en el que observan que pacientes con poca variabilidad viral,
presentan una disminucion de la carga viral a los tres meses de comenzar el
tratamiento sin que se modifique el nimero de cuasiespecies, una explicacidon
plausible es que la replicacidon viral se afecta con el IFN, hecho que ha sido

demostrado con anterioridad.
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Como se puede observar, la gran mayoria de los estudios realizados sobre
este tema es en pacientes tratados con monoterapia (IFN), siendo minimos los
realizados con terapia combinada con IFN y RBV'''*27 gy con IFN
pegilado mas RBV'?, que es el tratamiento establecido en la actualidad. En
todos los casos, sin embargo, se concluye que si bien la RBV potencia el
efecto antiviral del IFN no afecta para nada la distribucion de las variantes

virales.

1.4.1.4.5. Importancia de las mutaciones del virus de la hepatitis C en los

mecanismos de resistencia

Como ya se ha comentado, el 80 % de los pacientes tratados con IFN y mas
de la mitad de los pacientes tratados con IFN pegilado mas RBV se
consideran NR. Al parecer, uno de los mecanismos bésicos para escapar a la
accion antiviral del IFN es la ausencia de mutaciones en determinadas
regiones del virus. E1 VHC tiene dos regiones que probablemente participan
activamente en la resistencia al IFN: la region E2 y la NS5A. Este
mecanismo de resistencia mediado por la NS5A y E2 estd relacionado, al
menos parcialmente, con la inhibicién de la PKR que, como ya hemos
comentado, interviene en la traduccidon de los ARN celulares. En general, se
puede afirmar que si el virus estd conservado en estas regiones (virus
salvaje), seria resistente al IFN por su capacidad de inactivar la PKR, lo que
en la clinica se corresponderia con los pacientes NR. En cambio, en los casos
de mutacion de alguno o algunos de los aminoacidos de las regiones que se
unen a la PKR, el virus perderia su mecanismo de resistencia al IFN y se

produciria RVS.

53



INTRODUCCION

Estudios in vitro sobre la importancia de la proteina NS5A del VHC en la
resistencia al IFN. Enomoto y cols.”> demostraron que un numero de 4 o
mas mutaciones en una region de la proteina NS5A condicionaba la respuesta
al tratamiento con IFN en pacientes Japoneses infectados por el genotipo 1b
del VHC. A esta region la llamé ISDR (region determinante de la
sensibilidad al IFN, aminoacidos 2209-2248). Posteriormente, Gale y

131,132
cols. 313

realizaron una serie de estudios in vitro en los que demostraron
que la proteina NS5A se une a la PKR, inhibiendo su actividad. La presencia
de al menos 2 mutaciones en NS5A-ISDR impediria el enlace entre dicha
region y la PKR. Por lo tanto, el estudio de las mutaciones en NS5A en
aislados del VHC puede ser importante in vivo para determinar la eficacia del

IFN.

Los estudios sobre la region NS5A se llevaron a cabo en lineas celulares
diferentes a los hepatocitos, lo que podia cuestionar los resultados y su
aplicacion. Podevin y cols."> usaron una linea celular de hematoma humano
(Huh7). Las células fueron transfectadas con pldsmidos que expresaban
NS5A y con un vector vacio utilizado como control negativo. Sobre estos
cultivos realizaron una serie de ensayos. Para el ensayo de rescate de la
replicacion viral, los autores infectaron las células Huh7 con el virus de la
estomatitis vesicular (VSV) y el virus de la encefalo-miocarditis (EMCV),
que son sensibles al IFN. Posteriormente seleccionaron las células Huh?7
infectadas por VSV y EMCV que expresaban un vector vacio o con la region
NS5A mutada y les afiadieron IFN o a una concentracién de 100 U/ml.
Demostraron que las secuencias de NS5A de dos pacientes NR y de un
paciente con RVS al IFN, rescataban parcialmente la replicacion viral de
VSV y EMCV. El rescate mas intenso lo obtuvieron en el NR que presentaba

8 mutaciones en la region NS5A-ISDR. Esto indica que esta region inactiva

54



INTRODUCCION

al IFN y permite rescatar la replicacion viral en presencia de este firmaco en
dos tipos de virus que son sensibles al IFN. No obstante, también Ia
secuencia NS5A del NR, que no presentaba mutaciones en la regién ISDR y
la del respondedor, que tenia solo 2 mutaciones rescataba aunque menos
intensamente la replicacion viral de VSV y EMCV. Esto claramente indica
que NSS5A esta jugando algin papel en evadir al IFN, pero en este caso
independientemente de la ISDR, ya que el numero de mutaciones en esta
region era independiente de la capacidad de responder al IFN. Estos mismos
autores con microscopia confocal demostraron en las células Huh7 Ia
localizacion de la proteina NS5A y la PKR en el area citoplasmatica
perinuclear. Sin embargo, no demostraron la colocalizacion de PKR con

NSS5A, por lo que es dificil obtener conclusiones.

Estudios con replicones subgendmicos del VHC también han dado lugar a
resultados contradictorios. Se han descrito que replicones que carecen de la
region ISDR de la NS5A contindan siendo sensibles a la accion del IFN"?,
Asi mismo, la obtencidon de lineas celulares resistentes a la accidén del IFN
implica la aparicion de mutaciones adaptativas que se localizan en la region

NS5A'%,

Importancia de la region NSS5A-PKRBD del VHC en la resistencia al
IFN. Es bien sabido que la regién ISDR es necesaria pero no suficiente para
la interaccion entre NS5A y PKR requiriendo la presencia de 26 aminoacidos
distales a la region ISDR, esta regién es conocida como PKRBD (PKR
binding domain, codones 2209-2274). Estudios recientes han hallado que
mutaciones en la region PKRBD del VHC genotipo 1 se asocian con RVS al

tratamiento con IFN a solo o combinado con RBV. %%
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Importancia de la region NSS5A-V3 del VHC en la resistencia al IFN.
Duverlie y cols.”” detectaron en la proteina NS5A otra regién muy variable
llamada V3. Demostraron que los casos sensibles al IFN presentaban
mutaciones en esta region, mientras que estaba conservada en los resistentes.
Datos iguales a estos son presentados por Murphy y cols.'*’. Recientemente
El-Shamy y cols."*! han demostrado que la variabilidad genética en la regién
V3 y su flanco preV3 (aminoacidos 2334-2379) se correlaciona con la RVS,
denominandola regidén determinante de la resistencia a IFN/RBV (IRRDR).
Esto sugiere que V3 también juega un papel en la resistencia al IFN. Hasta la
fecha se ha prestado muy poco interés en esta region y todavia no se han

propuesto los mecanismos de actuacion.

Estudios in vitro sobre la importancia de la proteina E2-PePHD del VHC
en la resistencia al IFN. Taylor y cols.'*?, demostraron que la proteina E2 de
la mayoria de los aislados de VHC contiene una secuencia de aminodcidos
similar al sitio de autofosforilacién de la PKR vy al sitio de fosforilacion del
elF2a. Este dominio de homologia se denomin6 PePHD (aminoacidos 665-
676). La region PePHD puede interaccionar con la PKR y elF2a, originando
in vitro una inhibicion de la funcion de la PKR. Demostraron que en
pacientes con genotipo la/lb (resistente al IFN) esta secuencia de 12
aminoacidos estd muy conservada, mientras que en los pacientes con
genotipos mas sensibles al IFN (2a, 2b y 3a) se encuentran mutaciones en
esta zona. Ademas, estos autores demostraron como E2-PePHD interacciona
fisicamente con la PKR y, por ultimo, mediante inmunofluorescencia
consiguieron demostrar en células HEK-293 la colocalizacién de E2-PePHD

y PKR.
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Por lo tanto, el VHC puede resistir el ataque del IFN a dos niveles, NS5A y
E2. La accion combinada de estas dos regiones podria explicar por qué
muchos pacientes con infeccion por VHC no responden al efecto antiviral del
IFN. La consecuencia logica de todos estos trabajos seria el desarrollo de
estudios clinicos, que hasta el momento son escasos, que intenten analizar la

participacion de estas dos regiones en la resistencia al IFN.

Estudios clinicos sobre la importancia de las proteinas NSS5A y E2 del
VHC en la resistencia al IFN. También en los estudios clinicos se ha
centrado la atencidn en la secuencia de la region NSSA y su potencial papel
en la resistencia al IFN'*. Segtin Enomoto y cols.”?, pacientes con genotipo
1b del VHC con respuesta sostenida al IFN presentaban mutaciones de 4 o
mds aminoacidos en la regién ISDR. Otros estudios realizados en Japdn

144
corroboraron este hecho

, en cambio, grupos de Europa y EEUU no
139,145,146 : .

confirmaron estos hallazgos . Actualmente son varios los estudios que

demuestran la importancia de la secuencia de aminoacidos de la region

: : : 140,143,147,148
NS5A, en la resistencia al tratamiento con IFN ">"7>77°,

Son varios los autores que estudian el posible papel de la accién combinada
de las regiones NS5A y E2 en la resistencia al tratamiento con IFN de los
pacientes con HCC. Sarrazin y cols.'* estudiaron la importancia de las
regiones NS5A-ISDR y E2-PePHD en 33 pacientes infectados por genotipo
3a, de los que 16 presentaron RVS al tratamiento. Seguin sus resultados, no
habia diferencias estadisticamente significativas al estudiar el nimero de
mutaciones de ambas regiones en los pacientes con RVS frente a los
recidivantes o NR. Tampoco en un andlisis filogenético consiguen demostrar

diferencias entre aislados sensibles o resistentes.
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Chayama y cols."” estudiaron 82 pacientes con genotipo 1b: 11 (13 %) con
RVS y 71 (87 %) NR. En el analisis multivariante se observo que solo la
carga viral y las mutaciones en la regidbn NS5A-ISDR eran predictivos de
RVS al IFN. Se detectaron mutaciones en E2-PePHD sélo en 8 pacientes (10
%) y no se correlacionaban con la respuesta. Sin embargo, el andlisis de la
secuencia de aminoacidos de las cuasiespecies antes y después de una
semana de IFN mostraba la eliminacién de los clones con sustitucion en este

dominio.

Berg y cols."*® estudiaron, en 81 pacientes infectados por el genotipo 1, si el
patrén mutacional de la region E2-PePHD y NS5A-ISDR influye en la
respuesta al IFN. La disminucion inicial de la concentracién viral fue
determinada a la primera semana. Segin la concentracion viral diferencian
tres grupos: grupo 1 si es menor del 50 %, grupo 2 entre el 50 % y el 90 % y
grupo 3 mas del 90 %. La region PePHD estaba altamente conservada en los
tres grupos; el bajo nimero de pacientes que presentan mutaciones no se
correlacionaba con la concentracidén o con la respuesta viral. En la region de
los flancos, antes y después de PePHD, el numero de mutaciones no se
correlacionaba con la respuesta. El analisis de la secuencia de la proteina
NS5A, que incluye a la regiéon ISDR, demostré que habia diferencias
estadisticamente significativas en el nimero de mutaciones entre el grupo 1 y
3. También un ntimero de mutaciones mayor de 4 en la region ISDR fue
significativamente mas frecuente en los que presentaban RVS que en los NR
o recidivantes. Por tanto, la regién ISDR fue, parece ser, funcionalmente mas

relevante en la reaccion efectora inducida por el IFN.

Murphy y cols.'*” estudiaron la importancia de tres regiones del genoma del

VHC (PePHD, ISDR y V3) en la resistencia al tratamiento con [FN y RBV
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en pacientes con genotipo 1, llegando a la conclusidon de que las mutaciones
en las regiones PePHD e ISDR, no se pueden utilizar como factores
predictivos de RVS, sin embargo la gran variabilidad genética encontrada en
la region V3 de pacientes respondedores les sugiere que esta region debe ser

mas estudiada.

Seguin lo comentado en los estudios anteriores, la regiéon E2 parece menos

136,140,150 ,
Y se detectd un

importante que la NS5A. Al menos en tres de ellos
mayor nimero de mutaciones en la regiéon NS5A en los pacientes con RVS.
Estos tres estudios estaban realizados en pacientes con genotipo 1, mientras
que el trabajo que no mostrd diferencias entre los grupos era en pacientes con

genotipo 3a'®.

Un hecho a destacar es el pequefio numero de estudios realizados en

pacientes tratados con IFN pegilado mas RBV, que es el tratamiento

establecido en la actualidad.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. HIPOTESIS

El hecho de que los pacientes respondan de manera diferente al IFN no ha
sido resuelto y esta abierto a debate. Es logico pensar que los factores
responsables son multiples aunque con diferentes grados de importancia.
Ciertamente, los factores virologicos juegan un importante papel y esta bien
establecido que la respuesta al tratamiento es diferente segun el genotipo y la
carga viral. De hecho, los pacientes con genotipo 2 y 3 presentan una
respuesta a la combinacion de IFN pegilado mas RBV del 73 %, en contraste
con el genotipo 1 que es alrededor del 50 %. Una mayor carga viral
condiciona una peor respuesta en el paciente. No obstante, hay pacientes con
factores predictivos desfavorables que presentan RVS, mientras que otros
tienen todas las condiciones a su favor y no responden. Por ultimo, en
igualdad de condiciones (similar carga viral o genotipo), unos responden y

otros no.

Todo lo anterior indica que hay otros factores al menos tan importantes como
los ya referidos que pueden influir en la respuesta. Excluyendo los derivados
del huésped y los genéticos, todo apunta hacia los factores virales como los
principales implicados en la resistencia al tratamiento, entre los que hay que
destacar las mutaciones virales. Hasta este momento los resultados son por un
lado confusos y no se puede considerar como un tema agotado; por otra parte,
los estudios se han centrado en pacientes tratados con IFN estandar sélo o
asociado a RBV y se desconoce su importancia en los pacientes tratados con

IFN pegilado mas RBV, que es el tratamiento actual.

Con este estudio se pretende demostrar que la respuesta al tratamiento con

IFN pegilado mas RBV en pacientes con HCC estd relacionado con la
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heterogeneidad genética de alguna/s de las regiones objeto del mismo (E2-
PePHD, NS5A-PKRBD, NS5A-ISDR y/o NS5A-V3), ya que se sabe que

estas regiones estan implicadas, de alguna manera, con la sensibilidad al IFN.
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2.2. OBJETIVOS

Objetivo principal:

Estudiar el papel que juega la heterogeneidad genética de las regiones E2-
PePHD, NS5A-PKRBD, NS5A-ISDR y NS5A-V3 y sus flancos en la
resistencia del VHC al tratamiento con IFN pegilado mas RBV en pacientes

con genotipo 1.

Objetivos secundarios:
1.- Valorar como afectan los diferentes factores predictivos de respuesta en el
nimero de mutaciones encontradas en las diferentes regiones objeto de

estudio.

2.- Valorar como evolucionan el numero de mutaciones de las distintas

regiones durante el tratamiento y una vez finalizado este.

3.- Realizar un andlisis filogenético para comprobar si se agrupan los

pacientes con RVS y los NR o recidivantes
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PACIENTES Y METODOLOGIA
3.1. PACIENTES
3.1.1. SUJETOS DEL ESTUDIO
Se incluyeron de forma prospectiva 60 pacientes infectados por el VHC
genotipo 1, tratados con IFN pegilado a-2a (180 pg/semana) y RBV (1.000-

1.200 mg/dia) durante 48 semanas.

Los criterios de respuesta utilizados son los ya admitidos:

Respuesta Definicion
RVR ARN del VHC indetectable (<29
Ul/ml) a la semana 4

Descenso del ARN del VHC >2 logig
RVP UI/ml (100 veces) del inicial o
indetectable a la semana 12

RVS ARN del VHC indetectable a los 6
meses de suspender el tratamiento
Descenso del ARN del VHC <2 logg
NR Ul/ml (100 veces) del inicial a la
semana 12

ARN del VHC detectable tras
suspender el tratamiento con un ARN
del VHC indetectable durante el
mismo (recurrencia)

Recidiva

Tabla 5. Definiciones de tipos de respuesta virologica utilizados en este
estudio.

3.1.2. VARIABLES DEL ESTUDIO

Las variables dependientes han variado en funcién del estudio a realizar:
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1.- En el estudio de los factores predictivos de respuesta las variables
dependientes son: el tipo de respuesta al tratamiento antiviral: RVR, RVP y
RVS. Las variables independientes han sido las caracteristicas clinicas y
biologicas de los pacientes: sexo, edad, datos epidemioldgicos, datos
bioquimicos (ALT, AST, GGT, FA, etc.) y los datos virologicos: genotipo,
carga viral, lesidn histoldgica y el nimero de mutaciones encontradas en cada

region.

2.- En el estudio de los factores asociados a las mutaciones en las distintas
regiones: la variable dependiente ha sido las mutaciones encontradas en cada
region por separado y las variables independientes: edad, sexo, genotipo y

carga viral.

3.1.3. RECOGIDA DE LOS DATOS

El diagnostico de HCC se realizd en base a la elevacion persistente de
transaminasas durante al menos 6 meses junto con la deteccion de ARN-

VHC en suero y biopsia compatible con HCC.

Para la participacion se requirié consentimiento informado de cada uno de los
pacientes. El protocolo de estudio se realizo conforme a las guias éticas de la
declaracion de Helsinki de 1975, previa aprobacidn del estudio por el comité

ético.
En la inclusion en el estudio se analizaron las caracteristicas clinicas y

biologicas de estos pacientes: sexo, edad, datos epidemioldgicos, datos

bioquimicos (ALT, AST, GGT, FA, etc.), datos virologicos: genotipo y carga
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viral en la basal y pardmetros histoldgicos. Todos estos datos se incluyeron

en una base de datos realizada para este estudio que se resume en la tabla 7.

El estudio histoldgico se llevo a cabo de acuerdo con los grados de actividad
necroinflamatoria de Scheuer, con ligeras modificaciones'”'. Los pacientes
no mostraron evidencia de infeccion por virus de la hepatitis B, ni

hepatopatia alcohodlica, autoinmune o inducida por fAirmacos.

Se realizaron extracciones de sangre: basal y en todos los meses durante el
tratamiento, asi como a los 6 meses postratamiento. En todas las muestras se
procedio a la obtencidn de tres alicuotas de suero almacenandose a — 80° C;
dos alicuotas fueron utilizadas posteriormente para el estudio viroldgico y la

otra para el estudio bioquimico.

Estudio de la cinética viral: Se determiné la carga viral en las muestras
basales, y en las semanas 4, 12, 48 y 72, con el objetivo de conocer los

distintos tipos de respuesta y por tanto hacer los distintos grupos de estudio.

Estudio de la variabilidad viral:

- Basal: el estudio de mutaciones en la region NS5A se ha realizado en la
muestra basal de los 60 pacientes mediante la técnica especificada en el
apartado de metodologia. La regién PePHD se ha secuenciado en 23 de
los pacientes no realizdndose en el resto debido a la poca variabilidad
encontrada en dicha region. De esta forma se pretende estudiar el papel
que juega la heterogeneidad genética de las regiones objeto de estudio y
sus flancos, y valorar como afectan los diferentes factores predictivos de

respuesta en el nimero de mutaciones encontradas en dichas regiones.
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- Durante el tratamiento: ldgicamente este estudio se ha hecho en aquellas
muestras que eran positivas para el VHC; por lo que se realizd en 15
pacientes NR y en 3 pacientes con RVS que permanecian con ARN-VHC
positivo al primer mes de tratamiento. Este estudio se ha realizado s6lo en
la regién NS5A, y el objetivo es observar como evolucionan el numero de
mutaciones de las distintas regiones durante el tratamiento y una vez

finalizado este.

3.1.4. ANALISIS DE LOS DATOS

Analisis de secuenciacion: NS5A y PePHD fueron alineados segin la
siguiente secuencia de referencia: VHC-J (GenBank accesion number
D90208) para el genotipo 1b"* y VHC-1 (GenBank accesion number

153 , )
. Ademas hemos alineado cada una de las

M62321) para el genotipo la
secuencias con una secuencia consenso, realizada a partir del conjunto de
secuencias de la poblacion estudiada y obtenida como resultado de asignar el

aminoacido mas comun de cada posicion.

Para analizar el numero de mutaciones de cada region mediante los factores
asociados a ellas, se ha elegido como punto de corte, la mediana del nimero
de mutaciones encontradas, de esta forma se distribuye la poblacién en 2
grupos de igual tamafio (ISDR: con y sin mutaciones; PKRBD: > 6 < 4
mutaciones; V3: > 6 < 5 mutaciones).Esto nos permitid determinar mayor

significacion estadistica.
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Analisis filogenético: el arbol filogenético de la region NS5A (codones

2191-2405) de todos los pacientes se construy6 con el método de Clustalw'>*

(programa CLUSTALX 1.81) http://www.ebi.ac.uk/clustalw/.
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3.2. METODOLOGIA

3.2.1. DETERMINACION DEL GENOTIPO

El genotipo viral fue determinado mediante técnicas de hibridacién inversa
(Inno-LIPA II HCV; Innogenetics, S.A., Ghent, Belgium).

3.2.2. DETECCION DEL ARN-VHC

Para la deteccion cualitativa del ARN-VHC se utilizo la técnica COBAS
AMPLICOR HCV V2.0 (Roche Diagnostics).

3.2.3. DETERMINACION DE LA CARGA VIRAL

La concentracién del VHC se realizd6 mediante CA MONITOR-HCV V2.0
(Roche Diagnostics).

3.2.4. AMPLIFICACION Y SECUENCIACION DE LAS REGIONES
NS5A y E2-PePHD

El procedimiento empleado es el siguiente:

Extraccion de ARN. El ARN viral fue extraido a partir de 200 pL de suero

usando High Pure Viral RNA Kit (Roche) siguiendo el protocolo indicado

por el fabricante.
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Transcripcion inversa. A partir del RNA aislado, se obtuvo ADNc mediante
transcripcion inversa (RT). Previo a la RT, se mezclé 4 pl de cebador
antisentido (concentracion final: 1uM) (Tabla 6) con 16 ul de ARN,
incubandolo durante 10 minutos a 65°C, con el objetivo de romper las
uniones internas del ARN, rapidamente se enfrié a 4°C durante 5 minutos. La
RT fue llevada a cabo en un volumen final de 40 pL. que contenia:

- 8 ul de tampdn de reaccion 5x.

-2 ulde FTT 0.1M.

- 2 ul de cada ANTP (concentracion finall mM) (Promega).

- 0.5 mg de hexameros (Promega).

- 100 unidades de MMLYV Transcriptasa Reversa (USBTM, Promega).

- 1 pl (20 unidades) de inhibidor de ribonucleasas (RNasin Ribonuclease
Inhibitor, Promega).

- 5 ul de H,O DEPC.

Esta mezcla se calent6 2 minutos a 42°C, y finalmente se le afiadié 2 pl de
AMV (Actif Motif Reflectase) y se volvid a incubar a 42°C durante 1 hora en
un termociclador Perkin-Elmer 2400. Se desnaturalizé la enzima a 85°C
durante 5 minutos, enfridndose posteriormente a 4°C. Finalmente, para
concentrar la cantidad de ADNc obtenida y eliminar productos residuales se

usaron filtros Microcon YM-100 (Millipore).

Amplificacion del ADN. El ADNc fue utilizado para la amplificacion por

PCR de las regiones de inter¢s.
Se utiliz6 la técnica de PCRs anidadas, que consiste en la realizacién de dos

PCR consecutivas, cuyo objetivo es que la amplificacion sea lo mayor

posible, y poder detectar pequeilas cantidades de ADNc. Estas
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amplificaciones se llevaron a cabo utilizando Brilliant SYBR R Green QPCR
Masters Mix (Stratagene) en un termociclador Mx3000 (Stratagene). El
SYBR R Green es una molécula que da fluorescencia cuando se une al surco
menor del ADN de doble cadena. Cada reaccion de PCR se realizaba en un
volumen de 25 uL que contenia:

- 12.5 pl de Master Mix.

- 0.25 uM de cebador antigenomico (Tabla 6).

- 0.25 uM de cebador gendmico (Tabla 6).

- 0.3 uL de ROX (molécula fluorescente de referencia).

-4 uL de ADNCc concentrado y purificado (para la 1° ronda de PCR).

- 1 pL de la 1* ronda de PCR para la 2 ronda de PCR.

- H,O DEPC hasta alcanzar el volumen final de 25 pl.

Para analizar la region NS5A se uso el siguiente protocolo:

Primera PCR:

- 1 ciclo a 95°C durante 10 min.

- 33 ciclos: 95°C durante 30 s, 60°C durante 30 s y 72°C durante 65 s.

- 1 ciclo de elongacion durante 8 min a 72°C.

Segunda PCR: fue igual a la 1* pero la fase de anillamiento fue a 58°C y la

fase de elongacion durante 50 s.
Para analizar la region PePHD se usé el siguiente protocolo:
- 1 ciclo a 95°C durante 10 min.

- 30 ciclos: 95°C durante 30 s, 58°C durante 30 s y 72°C durante 50 s.

Segunda PCR: fue igual a la 1* pero la fase de anillamiento fue a 58°C

durante 50 s.
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El producto de PCR se someti6 a un ciclo de desnaturalizacion para poder
visualizar la curva de disociacidon, lo que nos permite evaluar el tamafio del

fragmento de ADN producido en base a la temperatura de melting.

Purificacion del producto de PCR. Previo a la secuenciacion, los productos
de ADN amplificado para las regiones PePHD la region NS5A fueron
purificados con NucleoSpin Extract (Macherey-Nagel), siguiendo el
protocolo indicado en el manual del fabricante. Esto permite eliminar sales y

componentes macromoleculares solubles.

Medida de la concentracion del ADN amplificado. La cantidad de ADN
amplificado de cada region se hizo mediante un Thermo Spectronic

(Biomate).

Secuenciacion. Los productos de ADN ya amplificados y purificados fueron
posteriormente secuenciados. El kit utilizado para este paso fue el ABI
PRISM BigDye Terminator v3.0 Ready Reaction Cycle Sequencing KIT
(Applied Biosystems).

Para cada reaccion de secuenciacidn se preparaba la siguiente mezcla en un
volumen final de 8 pL:

- 2 uL de Big Dye Mix (dilucion 1:20 del stock ABI).

- 400 ng de ADN molde.

- 5 uM de cebador (sentido o antisentido) (Tabla 6).

- dH20 (cantidad suficiente).
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Las reacciones de secuenciacion se preparaban en placas de 96 pocillos y se
llevaban a cabo en un termociclador (Perkin Elmer 9600) conforme al
siguiente protocolo:

- 95°C durante 2 min.

- 99 ciclos: 95°C durante 10 s.; 50°C durante 5 s.; - 60°C durante 4 min.

-4°C 0

Los productos de esta reaccion se precipitaron con etanol y NaOAc siguiendo
el protocolo propuesto por Applied Biosystems. Después fueron enviadas al
Servicio de secuenciacion del Instituto de parasitologia y Biomedicina
“Lopez Neira”, donde las muestras eran procesadas con el secuenciador

automatico ABI Prism 377.

El analisis de los cromatogramas obtenidos se realizo a través del software

Chromas Lite (http://technelysium.com.au).
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Tabla 6. Cebadores usados en este estudio.

Region Direccion Cebador Secuencia Posicion®
NS5A-1b
RT y primera  antisense  1*1b-ISV3-AS 5" acgcecttegecttcatctee 3' 7812-7793
PCR
Primera PCR  sense 1*1b-ISV3-S 5' cccatcaacgcatacaccacg 3' 6510-6531
Segunda PCR  antisense  2*1b-ISV3-AS S'ggacattgagcagcakacgac 3' 7595-7575
y
secuenciacion
sense 2*1b-ISV3-S S'gacccctcycayatyacageag3'  6858-6879
NS5A-1a
RT y primera  antisense  1*1a-ISV3-AS 5’gacattgagcagcacacgac 3’ 7609-7590
PCR
Primera PCR  sense 1*1a-ISV3-S 5’ ccattaaygcctacaccacg 3’ 6523-6542
Segunda PCR  antisense  2*1a-ISV3-AS 5’tactgaccgtygaccatgac 3’ 7569-7560
y
secuenciacion
sense 2*1a-ISV3-S 5’ atcccteccatataacageag 3’ 6871-6891
PePHD-1b
RT y primera  antisense  1°1b-PePHD-AS 5'cgcagaagaacacragraaggag3' 2627-2649
PCR
Primera PCR  sense 1*1b-PePHD-S 5' ccatacagretytggcactacc 3 2163-2184
Segunda PCR  antisense  2?1b-PePHD-AS 5’ acrgacgcygcattgag 3’ 2605-2589
sense 2*1b-PePHD-S 5’ aaggtyaggatgtatgtggg 3’ 2211-2230

*Las posiciones de los nucledtidos estan de acuerdo a los prototipos VHC-J (genotipo 1b) y
VHC-1 (genotipo 1a)
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3.2.5. ANALISIS ESTADISTICO

Las variables cuantitativas son expresadas como media + desviacidn estandar
y las cualitativas como numero de pacientes y el % en paréntesis. Las
comparaciones entre grupos se realizaron con y” 6 test exacto de Fisher para
las variables categdricas y el test t de Student para las variables cuantitativas.
Para determinar si una variable estd asociada independientemente a la
variable dependiente, se utilizo una regresion logistica binaria (analisis
multivariante). Todas las covariables del analisis bivariante seleccionadas en

base a su importancia clinica se incluyeron en el modelo multivariante.

El criterio de significacion estadistica fue P < 0.05. El estudio estadistico se

realizd con el paquete estadistico SPSS version 15.0 para Windows.
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RESULTADOS

4.1. CARACTERISTICAS BASALES DE LOS PACIENTES
Y DIFERENTES RESPUESTAS AL TRATAMIENTO CON
INTERFERON PEGILADO MAS RIBAVIRINA

Las caracteristicas generales de los pacientes asi como las diferentes

respuestas al tratamiento combinado se resumen en la tabla 7.

Se estudid en 45 pacientes la presencia de RVR, presentando dicha respuesta
23 (51 %) de los pacientes y no presentaron RVR 22 pacientes (49 %). En la
semana 12, 52 (87 %) de los 60 pacientes incluidos en el estudio presentaron
RVP. Los pacientes sin RVP fueron considerados como NR, (n = 8; 13 %).
36 (60 %) de los 60 pacientes incluidos en el estudio presentaron RVS. Los
pacientes quienes mantenian negativo el ARN viral durante el tratamiento,
pero en los que al suspender el mismo recidivaron (n = 16; 27 %) se

consideraron NR (n = 24, 40 %).

La mitad de los pacientes eran menores de 40 afios (n = 30), el 57% (n = 34)
fueron hombres, la media de ALT fue de 117 UI/L, la de AST 68 UI/L y Ila
de GGT de 74 UI/L; el 78 % de los pacientes (n = 47) estaban infectados por
el genotipo 1b, el 80 % presentaban elevada carga viral (> 600.000 Ul/ml), el
grado de actividad necroinflamatoria media fue de 4 y el grado medio de

fibrosis de 2.

En la tabla 7, se representa el nimero de mutaciones de las regiones PKRBD,
ISDR, V3 y PePHD cuando las secuencias se alinearon con las cadenas de
referencia (VHC-J para el genotipo 1b y VHC-1 para el genotipo 1a) (Figuras
11,12y 13).
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Cuando se realizo el estudio de la RVR (semana 4) nos encontramos con que
el 62 % de los pacientes jovenes (< 40 afios) presentaban dicha respuesta; en
cuanto al sexo el 59 % de los hombres alcanzé RVR mientras que no lo hizo
el 61 % de las mujeres, el grado de actividad necroinflamatoria media fue
mayor para los pacientes sin RVR. En cuanto a las mutaciones encontradas
en las diferentes regiones destacar que el 69 % de los pacientes con RVR
tenian > 5 mutaciones en la region V3 mientras que el 59 % de los pacientes
sin RVR presentaron < 5 mutaciones en dicha regién. Sin embargo no
encontramos diferencias estadisticamente significativas entre ninguno de

estos factores.

Respecto a la RVP, la media de ALT, AST y GGT fue mayor en los
pacientes sin RVP sin encontrar correlacion estadisticamente significativa.
En cuanto a las mutaciones destacar que 19 pacientes (100 %) con > 4

mutaciones en la region PKRBD presentaron RVP (P = 0.037).

Los unicos factores asociados con la RVS fueron la edad <40 afios (P = 0.03)
y la presencia de > 4 mutaciones en la region PKRBD (P = 0.001). En la
regiébn ISDR, la diferencia fue casi estadisticamente significativa. Sin
embargo, cuando se determin6d la media de mutaciones en esta region,
encontramos diferencias estadisticamente significativas entre RVS y NR

(RVS: 1.41+1.46 mutaciones vs NR: 0.58+0.65 mutaciones; P = 0.005).

En el analisis multivariante los factores independientes de RVS fueron la
presencia de > 4 mutaciones en la region PKRBD (OR: 9.9, IC al 95 %: 1.9-
50.3, P =0.006) y tener < 40 afios (OR: 3.2, IC al 95 %: 1-10.3, P = 0.056)
(Tabla 7).
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Al comparar las secuencias con nuestra secuencia consenso, solo la region
PKRBD se relaciond con la RVS (79.2% de los NR tenian <1 mutacion y el
58.3 % de los pacientes con RVS presentaban >1 mutacion; P = 0.004).
(Figuras 11y 13A)

La region V3 presentd una elevada variabilidad genética (Figuras 12 y 13B),

pero no se relacion6 con la RVS (Tabla 7).

La secuenciacion de E2-PePHD, se determind en 23 pacientes con genotipo
1b (19 con RVP, 4 sin-RVP, 11 con RVS y 12 NR). Esta regién estaba muy
conservada: solo 2 pacientes tenian 1 mutacion y fueron NR, mientras que 21
no presentaron mutaciones, motivo por el cual no se continud secuenciando.
En el flanco 5 de E2-PePHD, 9 de 23 pacientes (5 con RVS y 4 NR)
presentaron > 6 mutaciones, pero este hecho no fue estadisticamente

significativo.

Cuando comparamos pacientes con RVS (n = 36) y recidivantes (n = 16), los
factores predictivos de RVS fueron edades < 40 afios (P = 0.04) y > 4
mutaciones en la region PKRBD (P = 0.001) como anteriormente; también

las diferencias en la carga viral fueron casi significativas (P = 0.07).
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Tabla 7. Caracteristicas basales de los pacientes y diferentes respuestas al
tratamiento con IFN pegilado mas RBV.

Todos n =45
los | RVR sin-RVR| RVP sin-RVP | RVS  NR
pacientes| 53  3=22 | n=52 n=8 | n=36 n=24
n =60
Edad (afios)
<40 30(50) | 13(62)  8(38) | 2790)  3(10) |[22(73)*" 8(27)
>40 30(50) | 10(42)  14(58) | 25(83) 5(17) | 14(47) 16 (53)
Sexo
Masculino | 34(57) | 16(59) 11(41) | 31(91) 39 | 22(65) 12(35)
Femenino | 26(43) | 7(39) 11(61) | 21(81) 5(19) | 14(54) 12 (46)
Epidemiologia
Parenteral 46 (84) | 18(58) 13(42) | 42(91)  4(9) | 29(63) 17(37)
No parenteral | 9(16) | 3(33)  6(67) | 6(67) 3(33) | 4(44)  5(56)
ALT (UI/L) 117492 | 136+115 106+67 | 113+71 146+183 | 116498 1734112
AST (UI/L) 68+67 86+87 60+28 69+41 107+137 | 72442 53+£17
GGT (UI/L) 74+63 63+82 69+40 59452 123+116 | 55441 52435
Genotipo
la 1322) | 8(67)  4@33) | 10(77) 3@3) | 9(69) 4(31)
1b 47(78) | 1545) 18(55) | 42(89)  5(11) | 27(57) 20(43)
Carga viral
(Ul/ml)
<600.000 12(20) | 4(40)  6(60) | 11(92) 1(8) | 9(75) 3(25)
>600.000 | 48(80) | 19(54) 16(46) | 41(85) 7(15) | 27(56) 21 (44)
Grado de 4422 [3.8942.68 4.63+1.98[4.0542.3 3.67+1.8 | 43422 4424
actividad
Fibrosis 2.1£1.1 [2.00+1.19 2.44+1.29|2.07+1.1 2.29+0.44 | 2+1.1 2.1+0.7
PKRBD
<4 mutaciones | 41(68) | 15(50)  15(50) | 33(80) 8(20) | 19(46) 22 (54)
>4 mutaciones | 19(32) | 8(53)  7(47) |19100)° 0(0) |1789)% 2(11)
ISDR
Sin mutaciones | 22(37) | 8@47)  9(53) | 17(77) 5(23) | 10(45) 12(55)
>1 mutaciones | 38(63) | 15(54) 13(46) | 35(92)  3(8) | 26(68) 12(32)
V3
<5 mutaciones | 39(65) | 12(41) 17(59) | 33(85) 6(15) | 21(54) 18 (46)
>5 mutaciones | 21(35) | 11(69)  5@1) | 19(90) 2(10) | 15(71)  6(29)
PePHD(n=23)
Sin mutaciones | 21 (91) | 9(@5)  11(35) | 17(81) 4(19) | 11(52) 10 (48)
Con Imutacién | 2 (9) 1 (50) 1(50) | 2(100)  0(0) 0(0) 2(100)

RVR, Respuesta viroldgica rapida; RVP, Respuesta virologica precoz; RVS, Respuesta
virologica sostenida; NR, No respondedores; ALT, alanino aminotransferasa; AST,
aspartato aminotransferasa; GGT, gamma glutamyl transferasa; PKRBD, PKR binding
domain; ISDR, IFN sensitivity-determining region; V3, variable region 3. Los datos estan
expresados en medias £ DS o numero de pacientes (%).
Analisis bivariante entre: RVS y NR: *P = 0.03, P = 0.001; RVP y sin RVP: °P = 0.037.

Anélisis multivariante RVS vs NR: °0Odds ratio = 3.2, IC al 95 %: 1-10.3, P = 0.056; Odds
ratio = 9.9, 1C al 95 %: 1.9-50.3, P = 0.006.
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RESULTADOS

4.2. ANALISIS DE LOS FACTORES ASOCIADOS CON
MUTACIONES EN LA REGION NS5A-PKRBD

Todos los pacientes presentaban mutaciones en esta region cuando se
compararon con las secuencias de referencia. El 92 % de las mujeres (P <
0.0001), y el 79 % de los pacientes con mayor carga viral (> 600.000 Ul/ml)
(P = 0.006) se relacionaron con < 4 mutaciones; asi como el 75 % de los
pacientes con menor carga viral (< 600.000 Ul/ml) presentaron > 4

mutaciones en esta region (P = 0.006) (Tabla 8).

Al realizar el estudio comparativamente con la secuencia consenso de nuestra
poblaciéon (< 1 y > 1 mutaciones), las mujeres presentaban menos
variabilidad en esta region (77 % de las mujeres con < 1 mutacion vs el 41 %
de los hombres con < 1 mutacion; P = 0.006). Ademas, los pacientes con una
baja carga viral tenian méas mutaciones (75 % de los pacientes < 600.000
IU/ml con > 1 mutaciones vs el 25 % de los pacientes con < 600.000 1U/ml

con < 1 mutacién; P =0.016).
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Caso PKRBD

12
17
25
27
31
37
40
47
50
51
53
54
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61
64
71
75
79
83
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14
32
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52
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de PKRBD en pacientes infectados por el
compard con la secuencia de referencia VHC-J y la

secuencia consenso. Las posiciones del primer y ultimo aminodcido del dominio PKRBD de
la poliproteina del VHC se indican sobre la secuencia VHC-J. Cada paciente es designado
por numero y respuesta al tratamiento.
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SULTADOS

Tabla 8. Factores asociados con mutaciones en NS5A-PKRBD

<4 mutaciones >4 mutaciones P
Edad (afios)
e <40 (n=30) 19 (63) 11 (37)
ns
e >40 (n=30) 22 (73) 8 (27)
Sexo
e Hombre (n = 34) 17 (50) 17(50)
0.0001
e Mujer (n = 26) 24 (92) 2 (8)
Genotipo
e la(n=13) 9(69) 4 (31)
ns
e Ib(n=47) 32 (68) 15 (32)
Carga Viral (Ul/ml)
e <600.000 (n=12) 3 (25) 9 (75)
0.006
e >600.000 (n=438) 38 (79) 10(21)

NOTA. Los datos son numero de pacientes (%).




RESULTADOS

4.3. ANALISIS DE LOS FACTORES ASOCIADOS CON
MUTACIONES EN LA REGION NS5A-ISDR Y SUS
FLANCOS

En la region ISDR, 38 pacientes (63 %) presentaron variabilidad genética y
22 (37 %) tenian una secuencia ISDR salvaje (Tabla 9).

Cuando las secuencias se compararon con las secuencias de referencia el 77
% de los pacientes < 40 afios (P = 0.03), el 73% de los hombres (P = 0.05) y
el 92 % con carga viral < 600.000 IU/ml (P = 0.021) presentaron alta
variabilidad genética (Tabla 9).

Con respecto a la secuencia consenso, el 65 % (22/34) de los hombres
presentaron mutaciones, mientras que el 62 % (16/26) de las mujeres no lo
hicieron (P = 0.039) y los pacientes con baja carga viral tenian mas
mutaciones en esta region (92 % con mutaciones vs el 8 % sin mutaciones; P

=0.003).

En el flanco 5" (codones 2191-2208), el 83 % (50/60) de los pacientes no
presentaron mutaciones, y solo se encontraron diferencias estadisticamente
significativas con los genotipos (genotipo la: 31 % sin mutaciones y 69 %

con mutaciones; genotipo 1b: 98 % sin mutaciones y 2 % con mutaciones; P

<0.0001).
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Tabla 9. Factores asociados con mutaciones en NS5A-ISDR

Sin mutaciones = Con mutaciones P
Edad (afios)
e <40 (n=30) 7 (23) 23 (77)
0.03
e >40(n=30) 15 (50) 15 (50)
Sexo
e Hombre (n = 34) 9(27) 25 (73)
0.05
e Mujer (n = 26) 13 (50) 13 (50)
Genotipo
e la(n=13) 2 (15) 11 (85)
0.06
e Ib(n=47) 20 (43) 27 (57)
Carga Viral (UI/ml)
e <600.000 (n=12) 1(8) 11 (92)
0.021
e >600.000 (n=48) 21 (44) 27 (56)

NOTA. Los datos son numero de pacientes (%).

92



RESULTADOS

4.4. ANALISIS DE LOS FACTORES ASOCIADOS CON
LAS MUTACIONES EN LA REGION NS5A-V3 Y SUS
FLANCOS

En la regién V3, cuando las secuencias se alinearon con las de referencia, el
unico factor asociado con las mutaciones fue el sexo, el 85 % de las mujeres

presentaban < 5 mutaciones en esta region (P = 0.0001) (Tabla 10).

Comparando con la secuencia consenso, solo el genotipo fue estadisticamente
significativo (genotipo la: 92 % presentando > 3 mutaciones (mediana);

enotipo 1b: 64 % presentaron < 3 mutaciones; P <0.0001). (Fig. 12 y 13B)
g p

Los flancos, preV3, codones 2275-2355, y postV3, codones 2380-2405,
fueron notables por su carencia de homologia entre los genotipos la y 1b.
Como ocurri6 con la region consenso V3, los pacientes con genotipo la
tenian mayor nimero de mutaciones en ambas regiones, comparado con los
pacientes con genotipo 1b (region preV3, P = 0.013; region postV3, P =
0.025). No encontramos correlacidon entre el nimero de mutaciones en estas
regiones [preV3: 38 pacientes (24 con RVS y 14 NR) con > 5 mutaciones (P
= 0.5); postV3: 25 pacientes (15 con RVS y 10 NR) con mutaciones (P = 1)]

y la respuesta al tratamiento.
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ntes infectados por el genotipo

1b.Cada secuencia se comparé con la secuencia de referencia VHC-J 1b y la secuencia
consenso. Las posiciones del primer y ultimo aminoacido del dominio V3 de la poliproteina
del VHC se indican sobre la secuencia VHC-J. Cada paciente esta designado por numero y
respuesta al tratamiento
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Tabla 10. Factores asociados con las mutaciones en NS5A-V3.

< 5 mutaciones > 5 mutaciones P
Edad (aiios)
e <40 (n=30) 19(63) 11 (37)
Ns
e >40(n=30) 20(67) 10(35)
Sexo
e Hombre (n = 34) 17(50) 17(50)
0.0001
e Mujer (n =26) 22(85) 4(15)
Genotipo
e la(n=13) 10 (77) 3(23)
Ns
e Ib(n=47) 29 (62) 18(38)
Carga Viral (Ul/ml)
e <600.000 (n=12) 8(67) 4 (33)
Ns
e >600.000 (n=48) 31 (65) 17(35)

NOTA. Los datos son numero de pacientes (%).
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Figura 13. Secuenciaciones de PKRBD (A) y V3 (B) en pacientes infectados

por el genotipo la. Cada secuencia se compard con la secuencia de referencia VHC-1 1a
y la secuencia consenso. Las posiciones del primer y ultimo aminodcido de los dominios
PKRBD y V3 de la poliproteina del VHC se indican sobre la secuencia VHC-1. Cada
paciente es designado por nimero y respuesta al tratamiento
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Figura 13 (Continuacion)
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4.5. ESTUDIO EVOLUTIVO

Se analizé la variabilidad genética de las diferentes regiones de NS5A antes,
durante y después del tratamiento para determinar la seleccion de
subpoblaciones resistentes al tratamiento viral en 18 pacientes (3 RVS, 15

NR) (Tabla 11).

A causa del rapido descenso de la carga viral que presentan los pacientes
respondedores, el estudio evolutivo solo se pudo realizar en 3 pacientes con
RVS que aun presentaban positivo el ARN viral en el primer mes de
tratamiento. En estos 3 pacientes no se detectaron cambios consistentes en las

regiones PKRBD, V3 o sus flancos.

Se secuenciaron los sueros de 15 pacientes NR durante el primer mes de
tratamiento y postratamiento hallando diferencias estadisticamente
significativas entre el nimero de mutaciones en el primer mes de tratamiento
y el nimero de mutaciones postratamiento en la region V3 y sus flancos (P =

0.05) (Tabla 11).
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Tabla 11. Cambios de las secuencias durante el tratamiento y postratamiento

RVS NR
n=3 n=15
Region PKRBD
e Basal 4.67+0.57 3.8+ 0.86
e Primer mes de tratamiento | 4.67+0.57 4+1
e Postratamiento 438 +£1.68
Region V3 y flancos
¢ Basal 11.33+2.3 11.67  1.67"
e Primer mes de tratamiento 11.67+2.0 10.83 +£2.25°
e Postratamiento 13.29 + 0.56

NOTA. Los datos implican media de numero de mutaciones + desviacidon

estandar.
* Postratamiento vs basal (P = 0.06)
Postratamiento vs primer mes de tratamiento (P = 0.05)
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4.6. ANALISIS FILOGENETICO

La region NS5A se utilizé para construir el arbol filogenético (codones 2191

a 2405) usando las secuencias basales de todos los pacientes (n = 60).

Los pacientes se designaron por nimero, genotipo, respuesta al tratamiento y
sexo (Figura 14). Las secuencias no se agruparon ni por respuesta al
tratamiento ni por sexo. Sin embargo, los pacientes se agruparon por

genotipo, como era de esperar.
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Figura 14. Arbol filogenético de la regién NS5A de 60 pacientes. Genotipo (1a
y 1b), respuesta al tratamiento (SVR: respuesta virologica sostenida; Relapser: recidivante;
NR: no respondedor) y o) M: masculino; F: femenino).
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DiISCUSION

Dos proteinas del VHC se ha demostrado que interactiian con las vias de
transduccion de sefial del IFN a, lo que potencialmente ayuda al VHC a
evadir los mecanismos antivirales. La inhibicion de la actividad antiviral del
IFN por NS5A se ha demostrado in vitro a través de la via de interaccidén
especifica NS5A/PKR y NS5A-PKRBD"""'"*? y en células de mamiferos
usando el virus de la encefalo-miocarditis y de la estomatitis vesicular'>. Se
desconoce la relevancia de esta interaccion in vivo, sin poder excluir otras
interacciones de NS5A con pasos en la via de transduccién de sefial del IFN
a. Aunque, también se ha relatado una inconsistente asociacién entre la
interaccién NS5A/PKR in vitro y la respuesta clinica™®. Ademas de la
inhibicién de la sefializacién de IFN o, NS5A es el inhibidor endégeno mas
potente de los IRF (factores reguladores del IFN), inducidos por la expresion
del IFN por las células hepaticas, entre las proteinas no estructurales del
VHC". Esto presupone que NSS5A podria compensar el efecto antiviral
producido por el IFN a. Mds recientemente, también se ha demostrado la
union de la proteina E2 del VHC de aislados de VHC-1a/b con PKR vy la
inhibicidn in vitro de la funcidén de PKR a través de PePHD.

En el presente estudio, se intenta determinar si el numero de mutaciones en
las regiones E2-PePHD, NS5A-PKRBD, NS5A-ISDR y NS5A-V3 aisladas
del suero pretratamiento de pacientes infectados cronicamente con el
genotipo 1b del VHC tratados con IFN pegilado a-2a y RBV se correlacionan
con la RVR, RVP y RVS. La mayoria de los estudios previos se realizaron
con un numero de pacientes menor que los utilizados para este estudio (n =
60) y usando otros tratamientos como [FN en monoterapia o la asociacion de
IFN estandar mas RBV. Ademas, procuramos correlacionar los factores
predictivos de RVS, tales como edad, sexo, genotipo y carga viral, con la

variabilidad genética del virus en estas regiones.
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DISCUSION

Sabemos que existen otras regiones que han sido ampliamente investigadas,
como la IRES (en la regién 5” del ARN viral). Esta region se ha estudiado en
relacion con la respuesta al tratamiento con IFN. No obstante, en varios
estudios, no se hallaron diferencias estadisticamente significativas entre los

: ., : 158,159
polimorfismos en esta region y la respuesta al tratamiento con IFN ™",

Debido a que hemos encontrado mutaciones en nuestra poblacion en relacidon
con las secuencias de referencia VHC-J y VHC-1 que ocurrian de forma
repetida en todos nuestros pacientes, se decidid elaborar una secuencia
consenso con las secuencias de los pacientes participantes en este estudio (n
= 60). Algunas de estas mutaciones han sido encontradas en otras secuencias
de referencia'®. Por lo tanto es razonable usar la secuencia consenso para
evaluar las mutaciones en NS5A; pero cuando se alinearon las secuencias de
nuestra poblacion con las cadenas consenso, se obtuvieron resultados

similares a los obtenidos con las cadenas de referencia.

También se ha demostrado que el numero de mutaciones en la proteina ISDR
regula la replicacion de los replicones in vitro'®'. Es probable que mutaciones
especificas en las regiones de NS5A que modulan la replicacion del ARN-

VHC sean importantes para la respuesta al tratamiento antiviral con IFN a.

Ademas de las propiedades antivirales, PKR puede ejercer funcion de
supresion tumoral jugando un papel crucial en la regulacion de las vias
celulares que controlan la expresion génica dentro de la divisioén celular. La
evidencia experimental sugiere que la regulacién de la actividad de PKR
puede contribuir a la proliferacion celular incontrolada y la transformacién

maligna. Se ha investigado la secuencia de NS5A-PKRBD en un gran grupo
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DiISCUSION

de pacientes con CHC, demostrando que la prevalencia del virus salvaje o
con presencia de minimas mutaciones en la cadena NS5A es, en estos
pacientes, mas significativo que en aquellos con HCC sin CHC. Sugiriendo
esto que la inhibicion de la funciéon de PKR mediada por NS5A podria
participar en mecanismos oncogénicos conduciendo al desarrollo de CHC en

. . . . 162
pacientes cronicamente infectados por el VHC de larga evolucion ™.

En este estudio, el andlisis multivariante reveld6 que > 4 mutaciones en la
region PKRBD fue el unico factor independiente asociado con la RVS al
tratamiento combinado. Trabajos anteriores también mostraron una
correlacion positiva entre el nimero de mutaciones en esta region y la

136-1 : . : .,
RVS"138 Sin embargo, existen algunos estudios en los cuales tal relacién

163, 164, 163

no se encuentra ; estos o bien investigan en pacientes con genotipo la
o realizan el estudio estadistico analizando las mutaciones sélo en los 26
aminodcidos de la region PKRBD localizados en el extremo terminal de la
region ISDR'®*. Esta misma correlacién y con mayor grado de significacién
estadistica se ha encontrado en trabajos en los que unicamente se tenian en

. . . ;. ey . 1
cuenta sustituciones de aminoacidos no sinonimas 37

, esto se aprecid,
también, en pacientes infectados por el genotipo 3'®. Estos datos retoman la
idea de que la region PKRBD y no solo la ISDR es un dominio funcional de

NS5A y puede inducir resistencia o sensibilidad al tratamiento con IFN.

Se ha demostrado que pacientes con genotipo 1 y baja carga viral
pretratamiento que presentan RVR (niveles de ARN-VHC indetectables en
sangre o <29 Ul/ml) en la semana 4 de tratamiento logran RVS (89 %) con
solo 24 semanas de tratamiento con IFN pegilado y RBV y ademas los datos
de la semana 12 son buenos para predecir la falta de respuesta al

166

tratamiento Somos conscientes de que es mas sencillo determinar
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rutinariamente el ARN-VHC vy la carga viral en lugar de las secuencias del
VHC, pero el objetivo de este trabajo fue estudiar la importancia de la
variabilidad genética en relacion con la respuesta viral. Este tipo de estudio
(anélisis de secuencias gendmicas virales) puede tener algunas repercusiones
futuras con la progresiva reduccion de costes y la facilidad para el uso de las
técnicas de secuenciacion. Por tanto, en un futuro no muy lejano las
secuenciaciones genéticas podrian aplicarse en la rutina clinica, facilitando

un seguimiento mas personalizado de los pacientes.

En el presente estudio, las mujeres presentaron menos variabilidad en la
region PKRBD. De la misma manera, los pacientes con una elevada carga
viral presentaron menos mutaciones en la region PKRBD que aquellos con
una menor carga viral. El hecho de que el 100 % de los pacientes que tenian

> 4 mutaciones en la region PKRBD alcanzaron RVP es importante.

La region ISDR es util como marcador predictivo de respuesta al tratamiento
con IFN para pacientes infectados con un subtipo especifico Japones (VHC-

221 1 . . . .
7?1718 - hero no se encontraron correlaciones similares en estudios

realizados en Europa y Estados Unidos'*%'%!7

. Sin embargo, un meta-
analisis centrado en diferencias geograficas'’’, con 655 pacientes Japoneses y
525 Europeos, concluy6 que habia una significativa correlacion positiva entre
el nimero de mutaciones en la region ISDR y la tasa de RVS,
independientemente de la region geografica, aunque la probabilidad de RVS
con cada mutacion adicional en la region ISDR fue considerablemente mas
elevada en los pacientes Japoneses que en los Europeos. En nuestro estudio,
la presencia o ausencia de mutaciones en ISDR no se correlaciond con la

RVS (Tabla 7). Sin embargo, los pacientes con mas mutaciones en esta

region se correlacionaron con una mayor respuesta al tratamiento (RVS: 1.41
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+ 1.46 mutaciones vs NR: 0.58 £ 0.65 mutaciones; P = 0.005). Enomoto y
cols.” encontraron una significativa correlacién positiva entre el nimero de
mutaciones en la region ISDR vy las tasas de RVS, cuando consideraban tres
grupos de pacientes: tipo-salvaje (0 mutaciones), tipo-intermedio (1-3
mutaciones), tipo-mutante (> 4 mutaciones). En nuestro caso, solo el 7 % de
los pacientes fueron tipo-mutante; mientras que el 57 % fueron tipo-
intermedio y el 37 % tipo-salvaje. Esta misma proporcion se ha encontrado
en otros estudios Europeos. Lo que parece muy interesante de nuestros
resultados es que factores predictivos de RVS, como la edad < 40 afios y la
carga viral < 600.000 Ul/ml se correlacionaron significativamente con un

elevado ntimero de mutaciones en la regién ISDR.

Estudios del dominio V3, han revelado que la sensibilidad a la terapia con
IFN y RBV se correlaciona con las mutaciones en el mismo">""**'*"172 Ep e]
estudio de El-Shamy y cols."*! el nimero medio de mutaciones en la region
V3 y en el extremo superior que flanquea la region NS5A (aminoacidos
2234-2379) referida como region determinante de la resistencia a IFN/RBV
(IRRDR) fue significativamente mayor para los aislados del VHC obtenidos
de pacientes infectados por el genotipo 1b que alcanzaron RVS que para los
pacientes que no alcanzaron RVS, encontrando sustituciones en los codones
2360 por Alanina y 2378 por Treonina, que se asociaron significativamente
con la RVS, en particular Alanina 2360. Identificando como marcador
independiente de RVS la variabilidad en la secuencia de IRRDR (> 6
mutaciones) y la mutacidén particular en el aminoacido Alanina 2360. En el
presente estudio, no se encontrd correlacién entre el nimero de mutaciones
en la region V3 y sus flancos y la respuesta al tratamiento. 8 de nuestros

pacientes con RVS presentaron la mutacion Alanina en el codon 2360,

mientras que solo la presentaron 2 de los pacientes recidivantes y 1 NR; 12
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pacientes con RVS presentaron la sustituciéon Treonina en el codén 2378. El
numero de mutaciones en esta region solo se correlaciond con el sexo, con las
mujeres que presentaron un menor numero de mutaciones. Tampoco se
encontrd correlacion entre las mutaciones en la regién V3 y sus flancos y la
posible cooperacion con la region PKRBD para influenciar la respuesta al
tratamiento. Esto puede ser posible, pero seria necesario un gran numero de

secuencias para poder demostrar este hecho.

En el estudio, las mujeres presentaron menos variabilidad en las regiones
PKRBD y V3, sin tener una explicacion clara para esto. Aunque en el estudio

de Veillon y cols.'”

se encontr6 que hombres y mujeres presentaban
diferentes niimeros de mutaciones en las secuencias pretratamiento, sin
embargo, hay muy pocos casos, y no han sido estudiados. Esta variabilidad
podria deberse a una mas agresiva respuesta inmune en hombres que en
mujeres. Otra posibilidad es que los hombres generan mads radicales libres de
oxigeno en las células originando més mutaciones virales. En cualquier caso,

se trata de un interesante hallazgo que requiere mas estudios.

Este estudio muestra que la region PePHD se encontr6 elevadamente
conservada, y solo 2 pacientes NR presentaron 1 mutacidon, siendo esto
corroborado por otros estudios. Aunque la muy conservada secuencia PePHD
podria contribuir a reducir la respuesta al IFN, las variaciones en esta region

no parecen jugar papel en la modulacion de la sensibilidad al IFN'*-120-16-174-

176 Sin embargo, la regién flanco de PePHD, codones 617-641, se
correlaciona con la respuesta a monoterapia con IFN y la carga viral'’®,
sugiriendo que otras regiones distintas de PePHD en la parte C-terminal de
E2 interaccionan con PKR, jugando un importante papel en la supresion de la

misma. Hallazgo que no se encontrd en este estudio.
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También se han realizado intentos para correlacionar las sustituciones en
PePHD con el CHC''7®. Son necesarios nuevos estudios sobre la
correlacidon de las mutaciones de PePHD y la relacidon con aspectos clinicos

de la infeccion cronica por el VHC.

En el estudio evolutivo (Tabla 11), se observd que en los pacientes NR la
region PKRBD no presentdé cambios significativos por lo que las
cuasiespecies dominantes antes del tratamiento persistieron durante el
mismo. El IFN puede provocar una mayor presion inmunoldgica,
comportandose como un importante agente selectivo para las cuasiespecies
presentes, resultando en un continuo aclaramiento de las cuasiespecies
variantes individuales y éstas podrian cambiar la composicion de la poblacion
viral. No obstante, muchos de nuestros pacientes del estudio evolutivo (15 de
18) fueron NR, de los cuales se hallaron algunas poblaciones virales que
finalmente resistieron la presién del IFN. En contra se aprecid variabilidad
genética en la region V3 y sus flancos presentando un aumento de
mutaciones estadisticamente significativo entre el primer mes de tratamiento
y los 6 meses posteriores al mismo. Esto sugiere que en pacientes infectados
por el genotipo 1 del VHC la seleccion de cuasiespecies de NS5A puede
ocurrir durante las primeras semanas del tratamiento con IFN, y las fuerzas
selectivas parecen estar dirigidas a la regién C terminal de la proteina. Es
posible que las importantes modificaciones en el nimero de mutaciones o de
los cambios en posiciones concretas en la region V3 puedan modificar la
estructura del plegado secundario y terciario de la proteina NS5A, afectando
asi varias funciones biologicas como la inhibicion de las cascadas de
transduccion de sefial. Esto podria afectar la respuesta antiviral inducida por
el IFN. No obstante, esta region sola no parece jugar un importante papel en

el resultado del tratamiento.
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Mutaciones especificas, no solo el nimero total de mutaciones, pueden ser
suficientes para impedir la interaccion de PKRBD con PKR. Por este motivo,
algunos autores'® han propuesto diferentes aminoacidos (2209, 2216 y 2227)
cuyas mutaciones podrian estar asociadas con mayores tasas de RVS,
revelandose en el analisis clinico el codon 2209 como uno de los sitios mas
importantes en la determinacion de la respuesta al IFN, y el codon 2218 el
sitio mas frecuentemente mutado de entre todos los codones de ISDR. En
este estudio, solo un paciente con RVS presentd sustituciones en los
aminodcidos 2209 y 2227, sin apreciarse mutaciones en el codon 2216 de
ninguno de los pacientes y siendo el aminoacido mas comunmente mutado el
2218 cuando se compar6 con la secuencia consenso, presentando mutacidon
en dicho aminodcido, 11 de los pacientes con RVS. Asimismo, la mutacion
de un aminoacido como prolina (codon 2209), que rompe la hélice alfa en la
estructura proteica, significaria un cambio drastico en la estructura y funcion
de la proteina. No obstante, en el estudio solo se encontrdé un cambio de este
tipo (prolina), y este corresponde a un paciente respondedor. Del mismo
modo, cambios en un grupo de aminodcidos (hidrofobico, polar, acido y

basico) presupone una alteracion de la funcion y la estructura proteica.

En resumen, los resultados acerca de la regién ISDR estan, por lo general, en
la linea de lo relatado por otros estudios Europeos. Parece claro que se
necesitaria analizar una gran cohorte de pacientes, dividida en grupos salvaje,
intermedio y mutante de la region ISDR para obtener conclusiones similares

a las de Enomoto y cols.”
De este estudio de pacientes infectados por el genotipo 1 del VHC, podemos

establecer que aquellos pacientes que presentan > 4 mutaciones en la region

PKRBD de la proteina NS5A antes de iniciar el tratamiento se correlaciona
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con la RVS al tratamiento con IFN pegilado y RBV, y por lo tanto la
secuenciacion de PKRBD podria ser usada como factor prondstico para el

tratamiento de los pacientes infectados por dicho genotipo.
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CONCLUSIONES

La variabilidad genética en la region PKRBD (> 4 mutaciones) es un
factor predictivo de RVS al tratamiento con IFN pegilado mas RBV

en pacientes infectados por el genotipo 1 del VHC.

En las regiones ISDR y PKRBD, el numero de mutaciones
encontradas se asocia con el sexo y la carga viral, de manera que los
hombres y los pacientes con baja carga viral presentan un mayor
numero de mutaciones en ambas regiones; mientras que en la region
V3, unicamente el sexo se asocia con el numero de mutaciones,

siendo las mujeres las que menor niumero presentan.

En la region V3 de los pacientes NR, se observa un aumento del
numero de mutaciones al finalizar el tratamiento, de lo que se deduce
que el numero de mutaciones en esta regidn podria afectar a la
respuesta al tratamiento con IFN pegilado mas RBV. No obstante,
esta regidn por si sola no parece jugar un importante papel en el

resultado del tratamiento.

En el analisis filogenético, los pacientes no se agrupan ni por
respuesta al tratamiento ni por sexo, pero si por genotipos como

cabria esperar.

La estandarizacion en la practica clinica del andlisis de secuencias
gendmicas virales facilitaria un seguimiento mas personalizado de los
pacientes infectados por el VHC. Como guia pronostica para el éxito
del tratamiento combinado, los pacientes infectados por el genotipo 1

del VHC con > 4 mutaciones en la region PKRBD deberian ser
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aconsejados para recibir tratamiento con IFN pegilado mas RBV y
ademas se les debe estimular durante el mismo para conseguir una

buena adherencia, ya que presentan una respuesta favorable.
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Mutations in several subgenomic regions of hepatitis C virus (HCV) have been implicated in influencing the
response to interferon (IFN) therapy. Sequences within HCV NS5A (PKR binding domain [PKRBD], IFN
sensitivity-determining region [ISDR], and variable region 3 [V3]) were analyzed for the pretreatment serum
samples of 60 HCV genotype 1-infected patients treated with pegylated IFN plus ribavirin (1b,n = 47; la,n =
13) but with different treatment outcomes, those with sustained virologic responses (SVR; n = 36) or non-
responders (NR; n = 24). Additionally, the sequence of the PKR/eIF-2a phosphorylation homology domain
(E2-PePHD) region was determined for 23 patients (11 SVR and 12 NR). The presence of >4 mutations in the
PKRBD region was associated with SVR (P = 0.001) and early virologic responses (EVR; 12 weeks) (P = 0.037)
but not rapid virologic responses (4 weeks). In the ISDR, the difference was almost statistically significant (68%
of SVR patients with mutations versus 45% without mutations; P = 0.07). The V3 region had a very high genetic
variability, but this was not related to SVR. Finally, the E2-PePHD (r = 23) region was well conserved. The
presence of >4 mutations in the PKRBD region (odds ratio [OR] = 9.9; P = 0.006) and an age of =40 years
(OR = 3.2; P = 0.056) were selected in a multivariate analysis as predictive factors of SVR. NS5A sequences
from serum samples taken after 1 month of treatment and posttreatment were examined for 3 SVR and 15 NR
patients to select treatment-resistant viral subpopulations, and it was found that in the V3 and flanking
regions, the mutations increased significantly in posttreatment sera (P = 0.05). The genetic variability in the
PKRBD (>4 mutations) is a predictive factor of SVR and EVR in HCV genotype 1 patients treated with

pegylated IFN and ribavirin.

The hepatitis C virus (HCV) is one of the most frequent
causes of chronic viral hepatitis, liver cirrhosis, and hepatocel-
lular carcinoma. Current therapy, a combination of pegylated-
alpha interferon (peg-IFN-a) and ribavirin (RBV), achieves a
response rate between 48% and 88% (29). The factors that
have been shown to predict the response to therapy include
HCV genotypes other than 1, low viral load, rapid virologic
response (RVR; 4 weeks), and early virologic response (EVR;
12 weeks) (3). It is believed that both host and viral factors,
including several viral genomic regions, are essential for an
effective response to IFN therapy (9).

The clinical importance of amino acid mutations within the
functional regions of the HCV proteins in correlation with
chronic hepatitis C (CHC) has been questioned. NS5A has
been studied as a possible mediator of IFN-a resistance (17).
Information, derived mainly from the subgenomic replicon
system, suggests that NS5A is involved in genomic RNA rep-
lication (21, 23). Prior to this, Enomoto et al. (8) suggested that
the genetic heterogeneity of a specific domain of the NS5A
region, termed the IFN sensitivity-determining region (ISDR),
was related closely to the response in Japanese patients with

* Corresponding author. Mailing address: Hospital Universitario
San Cecilio, Ciberehd, Unidad Clinica de Aparato Digestivo, Avd. Dr.
Oloriz 16, 18012 Granada, Spain. Phone: (34) 958240719. Fax: (34)
958284920. E-mail: fsalmero@ugr.es.
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HCV genotype 1b, so that patients with at least four mutations
within the ISDR achieved a sustained virologic response
(SVR) to IFN-a monotherapy (8, 27, 40). However, the re-
ported results in Europe and the United States concerning the
correlation of the substitutions within the ISDR to the treat-
ment outcome are conflicting (13, 26, 41). It is well known that
the ISDR is necessary but not sufficient for the interaction
between NS5A and the PKR enzyme (which is very important
for the activation of IFN), with an additional 26 amino acids
distal to the ISDR being required (12). This region is termed
the PKR binding domain (PKRBD). This region-mediate dis-
ruption of PKR dimerization resulted in the repression of PKR
function and the inhibition of PKR-mediated eIF-2a phosphor-
ylation. The introduction of multiple mutations within the
PKR-binding region, including those within the ISDR, abro-
gated the ability of NS5A to bind to PKR. Recent studies have
found that mutations within the PKRBD of HCV type 1 are
associated with a long-term sustained response to IFN-a and
IFN-o/RBV therapy (2, 24, 33).

Recently, clinical studies have proposed that the number of
amino acid variations within variable region 3 (V3) may be
associated with the treatment outcome (7, 26, 30, 33).

A PKR/eIF-2a phosphorylation homology domain (PePHD)
within the E2 protein has been found to interact with PKR and
inhibit PKR in vitro, suggesting a possible mechanism of HCV
to evade the antiviral effects of IFN (35). Mutations in this
region are believed to influence the response to IFN therapy
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TABLE 1. Oligonucleotide primers used in the present study

Region and application Direction Primer Sequence Position®
NS5A-1b
RT and first PCR Antisense 1*1b-ISV3-AS 5'-ACGCCTTCGCCTTCATCTCC-3’ 7812-7793
First PCR Sense 1*1b-ISV3-S 5'-CCCATCAACGCATACACCACG-3' 6510-6531
Second PCR and sequencing Antisense 241b-ISV3-AS 5'-GGACATTGAGCAGCAKACGAC-3' 7595-7575
Sense 241b-ISV3-S 5'-GACCCCTCYCAYATYACAGCAG-3' 6858-6879
NS5A-1a
RT and first PCR Antisense 1*1a-ISV3-AS 5'-GACATTGAGCAGCACACGAC-3’ 7609-7590
First PCR Sense 171a-ISV3-S 5'-CCATTAAYGCCTACACCACG-3’ 6523-6542
Second PCR and sequencing Antisense 2%1a-ISV3-AS 5'-TACTGACCGTYGACCATGAC-3’ 7569-7560
Sense 2%1a-ISV3-S 5"-ATCCCTCCCATATAACAGCAG-3’ 6871-6891
PePHD-1b
RT and first PCR Antisense 1#1b-PePHD-AS 5'-CGCAGAAGAACACRAGRAAGGAG-3’ 2627-2649
First PCR Sense 1#1b-PePHD-S 5'-CCATACAGRCTYTGGCACTACC-3’ 2163-2184
Second PCR Antisense 2%1b-PePHD-AS 5'-ACRGACGCYGCATTGAG-3' 2605-2589
Sense 2%1b-PePHD-S 5'-AAGGTYAGGATGTATGTGGG-3' 2211-2230

“ Nucleotide positions are according to prototypes HCV-J (genotype 1b) and HCV-1 (genotype 1a).

(16, 31, 32); however, the results of different studies are con-
flicting because this region is highly conserved (2, 5, 13, 18, 38).

It has been speculated that mutations in the functional re-
gions of the HCV proteins may be correlated with the response
to IFN therapy, but few studies have been made of combinate
peg-IFN-a and RBV therapy, and what results are available
are contradictory, possibly due to geographical factors. Fur-
thermore, few studies exist that include all regions involving
IFN activity, and little has been published on correlating the
predictive factors of the response to the treatment with the
genetic variability of these genome regions. We also examined
the sequences not only in SVR and NR patients but also in
patients showing RVR. In this paper, we report the results of
an extensive analysis of the pretreatment amino acid substitu-
tions in the E2-PePHD, NS5A-PKRBD, NS5A-ISDR, and
NS5A-V3 and flanking regions and their correlation with fac-
tors to predict responses to peg-IFN-a plus RBV therapy in
patients with genotype 1. We also analyzed changes in the
sequence motif during therapy for 18 patients.

MATERIALS AND METHODS

In this prospective study, 60 patients infected with HCV genotype 1 were
treated with peg-IFN-a-2a (180 pg/week) and RBV (1,000 to 1,200 mg/day) for
48 weeks. The diagnosis of CHC was based on raised aminotransferase levels for
at least 6 months, biopsy-proven CHC, and the permanent detection of serum
HCV-RNA. Individual data were collected on baseline clinical, biochemical,
virological, and histological parameters. Finally, HCV-RNA analysis was per-
formed at 4, 12, 24, 48, and 72 weeks. The histologic study was carried out in
accordance with Scheuer’s grading of necroinflammatory activity, with slight
modifications (4). The patients showed no evidence of hepatitis B virus-infected,
alcoholic, autoimmune, or drug-induced liver disease.

Patients who obtained normalization of alanine aminotransferase levels and
HCV-RNA clearance for more than 6 months after therapy were considered as
presenting SVR (n = 36; 60%). At week 12, 52 (87%) patients presented EVR
(HCV-RNA negative or had a =2 log,, decrease in viral load). Patients without
EVR (non-EVR) were considered nonresponders (NR; n = 8). Also, patients
who became HCV-RNA negative during a course of therapy but then relapsed
and redeveloped HCV-RNA after stopping treatment (n = 16; 27%) were
considered NR (n = 24). Finally, in 40 patients we studied who had RVR at 4
weeks, 21 (53%) patients were HCV-RNA negative. The sequences of the
NS5A-PKRBD (codons 2209 to 2274, including the ISDR [codons 2209 to
2248]), NS5A-V3 (codons 2356 to 2379), and flanking regions for the dominant
variant of HCV were determined for the pretreatment sera of 60 patients. These

sequences were also analyzed for the treatment and posttreatment serum sam-
ples of 18 patients in order to identify changes in the sequence motif during
therapy. In addition, the sequences of the E2-PePHD region (codons 659 to 670)
and 5’ flanking region (codons 629 to 658) were determined for 23 patients with
HCV genotype 1b.

Informed consent to participate was obtained from each patient. The study
protocol conformed to the ethical guidelines of the 1975 Helsinki Declaration,
and prior approval for the study was obtained from the ethics committee.

Virologic assays. The virus genotype was determined by reverse hybridization
(Inno-LIPA II HCV; Innogenetics, S.A., Ghent, Belgium). HCV-RNA was de-
termined for sera with the Amplicor HCV kit. HCV-RNA serum levels were
measured by the Cobas Amplicor monitor HCV test version 2.0.

Amplification and sequencing of NS5A and E2-PePHD. HCV-RNA was ex-
tracted from 200 pl of the pretreatment serum samples by means of the High
Pure Viral RNA kit (Roche Diagnostics GmbH, Penzberg, Germany). Isolated
HCV-RNA was reverse transcribed by using avian myeloblastosis virus (Reflec-
tase; Activ Motif) and 20 U of RNasin (Promega) at 42°C for 1 h in the presence
of antisense primer (1 uM) (Table 1). For the nested PCR, we used Brilliant Sybr
green QPCR master mix (Stratagene) in an Mx3000 thermocycler (Stratagene).
The first PCR mixture consisted of 12.5 ul of the master mix, a sense and an
antisense primer (0.25 wM) (Table 1), 0.3 pl of ROX (reference fluorescent dye),
and 4 pl of cDNA; 1 pl of the first PCR mixture was used for the second PCR,
and diethyl pyrocarbonate H,O was added to obtain a final volume of 25 pl. To
analyze the NS5A region and the PePHD region, two PCRs were conducted, the
first consisting of 1 cycle at 95°C for 10 min; 33 cycles at 95°C for 30 s (30 cycles
for PePHD), 60°C for 30 s (58°C for PePHD), and 72°C for 65 s (50 s for
PePHD); and 1 cycle at 72°C for 8 min. The second PCR was conducted in the
same way as the first PCR, except for an annealing phase at 58°C for 50 s for
elongation. The samples were subjected to a cycle of denaturation to visualize
the dissociation curve. The size, purity, and approximate yield of the DNA
obtained were verified by direct observation of 2% agarose gels. For sequencing,
we used the Terminator Big Dye 3.1 (Aplay BioSystems) within a 3100 genetic
analyzer (Aplay BioSystems). Between 10 ng and 40 ng of purified DNA (Nucleo-
Spin extract; Macherey-Nagel) and 6.4 pM of sequence primer (Table 1) were
added to obtain a 10-pl final volume. Analysis of the chromatograms was by
means of Chromas Lite software (http://technelysium.com.au).

Sequence analysis. NSSA and PePHD were aligned to the following reference
sequences: HCV-J (GenBank accession number D90208) for genotype 1b (19)
and HCV-1 (GenBank accession number M62321) for genotype 1a (6). The most
common amino acid at each position of this study was taken as the consensus
sequence. The factors associated with the mutations in each of the regions were
studied, taking into account the median of the number of mutations in each
region and distributing, in this way, the population of each region into two groups
of similar size (ISDR, with and without mutations; PKRBD, > or =4 mutations;
V3, > or =5 mutations). This allowed us to determine major statistical signifi-
cances.

Phylogenetic analysis. The phylogenetic tree of the NS5A region (codons 2191
to 2405) of the 60 sequences of all patients was constructed by the Clustal W
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TABLE 2. Baseline characteristics of patients and predictive factors of different types of responses to peg-IFN plus RBV therapy”

Age (yr) Sex Epidemiology” Genotype Viral load
Patients =40  >40 Male Female Parenteral O - ALT AST GGT b =600,000 >600,000
- ae emale Tarentera parenteral (IU/liter)  (IU/liter)  (IU/liter) a 7 ’

All (n = 60) 30 (50)  30(50) 34(57) 26 (43) 46(84) 9(16) 117x=92 6867 74*=63 13(22) 47(78) 12(20) 48(80)
RVR (n = 21) 13(62) 10(42) 16(59) 7(39) 18(58) 3(33) 136115 86 £87 6382 8(67) 15(45) 4(40) 19 (54)
Non-RVR (n = 19) 8(38) 14(49) 11(41) 11(61) 13(42) 6(67) 106 £67 6028 6940 4(33) 18(55) 6(60) 16 (46)
EVR (n = 52) 27(90) 25(83) 31(91) 21(81) 42(91) 6(67) 11371 69 =41 5952 10(77) 42(89) 11(92) 41(85)
Non-EVR (n = 8) 3 (10) 517) 309 5019 409 3(33) 146 =183 107 =137 123 =116 3(23) 5(11) 1(8) 7 (15)
SVR (n = 36) 22 (73)%¢ 14 (47) 22 (65) 14 (54) 29(63) 4(44) 116 298 7242 55+41 9(69) 27(57) 9(75) 27(56)
NR (n = 24) 8(27) 16(53) 12(35) 12(46) 17(37) 5(56) 173 =112 53 =17 5235 4(31) 20(43) 3(25) 21(44)

@ Data are expressed as means *+ standard deviations or as numbers of patients with percentages in parentheses. Comparisons between groups were made by the x>
or Fisher exact test for the categorical variables and the Student ¢ test for the quantitative variables. A P value of <0.05 was considered statistically significant. The
variables included in the multivariate analysis were age, epidemiology, viral load, PKRBD mutations, and ISDR mutations.

> ALT, alanine aminotransferase; AST, aspartate aminotransferase; GGT, gamma glutamyltransferase.

¢ Scheuer’s grading of necroinflammatory activity, with slight modifications. Activity grade is periportal inflammation (score, 0 to 4) plus intralobular degeneration
and focal necrosis (score, 0 to 4); the total score for activity could range from 0 to 8. Fibrosis stages are no fibrosis (0), periportal fibrous expansion without septum
formation (1), periportal fibrous expansion with some septum formation (2), periportal fibrous expansion with septum formation (3), and cirrhosis (4).

4 Statistically significant difference between the values for SVR and NR patients (P = 0.03).

¢ Logistic regression analysis of the values for SVR patients yielded an odds ratio of 3.2, a 95% confidence interval of 1 to 10.3, and a P value of 0.056.

/ Statistically significant difference between the values for EVR and non-EVR patients (P = 0.037).

& Statistically significant difference between the values for SVR and NR patients (P = 0.001).

" Logistic regression analysis of the values for SVR patients yielded an odds ratio of 9.9, a 95% confidence interval of 1.9 to 50.3, and a P value of 0.006.

method (36a). The sequences in FASTA format were pasted into the submission
form (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/), and the output obtained was represented
by a phylogenetic tree.

Statistical analysis. The quantitative variables are expressed as means *
standard deviations. Comparisons between groups were made by the x? or Fisher
exact test for categorical variables and the Student ¢ test for quantitative vari-
ables. Multivariate analysis was done by discriminant analysis by the stepwise
forward selection method. A P value of <0.05 was considered statistically sig-
nificant.

RESULTS

Baseline characteristics of patients and different responses
to peg-IFN plus RBV therapy. The general characteristics of
the patients prior to therapy with different responses to com-
bined therapy (SVR [SVR, n = 36; NR, n = 24], EVR [EVR,
n =52;non-EVR, n = §], and RVR [RVR, n = 21; non-RVR,
n = 19]) are summarized in Table 2. The sequences were
aligned with the reference strands (HCV-J for genotype 1b and
HCV-1 for genotype 1a) (Fig. 1, 2, and 3). We did not find any
predictive factors of RVR (4 weeks). With respect to EVR, 19
patients (100%) who presented >4 mutations in the PKRBD
region had EVR (P = 0.037). The only factors associated with
SVR were an age of =40 years and the presence of >4 muta-
tions in the PKRBD region. In the ISDR, the difference was
almost statistically significant. Nevertheless, when the average
mutations in the ISDR were determined, there was a statisti-
cally significant difference between SVR and NR (1.41 + 1.46
mutations versus 0.58 * 0.65 mutations, respectively; P =
0.005). In the logistic regression analysis, >4 mutations in the
PKRBD and ages of =40 years were independent factors of
SVR (Table 2); this does not preclude the possibility that both
variables correlate to biological factor affecting the viability or
fitness of the virus in the organism and therefore to the viral
load. If the sequences were aligned with the consensus se-
quence, only the PKRBD region would be related to SVR
(79.2% of the NR had =1 mutation and 58.3% of the SVR
patients had >1 mutation; P = 0.004) (Fig. 1 and 3A). The V3
region had a very high genetic variability (Fig. 2 and 3B) but
was not related to SVR (Table 2). The sequence of the E2-

PePHD was determined for 23 patients with genotype 1b (19
EVR, 4 non-EVR, 11 SVR, and 12 NR). This region was well
conserved. Two patients with one mutation had EVR, and
later, they were viral RNA positive. Twenty-one patients had
the wild type, which is why we did not continue sequencing this
region. In the 5’ flanking region of E2-PePHD, 9 of 23 patients
(5 SVR and 4 NR) had >6 mutations, but this fact was not
statistically significant.

When we compared patients with SVR (n = 36) and relaps-
ers (n = 16), the predictive factors of SVR were ages of <40
years (P = 0.04) and >4 mutations in the PKRBD (P = 0.001)
as before; also, the differences in viral load were almost statis-
tically significant (P = 0.07).

Analysis of factors associated with mutations in the NS5A-
PKRBD. All patients presented amino acid substitutions in
the PKRBD region when the sequences were aligned with the
reference strands (Fig. 1 and 3A). Ninety-two percent of the
women (P < 0.0001) and 79% of the patients with viral loads
of >600,000 IU/ml (P = 0.006) were related with =4 mutations
(Table 3). On examining the consensus sequence and consid-
ering the number of mutations, the women had less variability
(77% of women with =1 mutation versus 41% of men with =1
mutation; P = 0.006). Moreover, the patients with low viral
loads had more mutations (75% of patients with viral loads of
=600,000 IU/ml with >1 mutation versus 25% of patients with
viral loads of =600,000IU/ml with <1 mutation; P = 0.016).

Analysis of factors associated with mutations in NSS5A-
ISDR and the flanking region. In the ISDR, 38 patients (63%)
had genetic variability and 22 (37%) had a prototype ISDR
sequence. When the sequences were aligned with the reference
strands, the patients aged =40 years, the men, and those with
viral loads of =600,000 IU/ml presented high genetic variabil-
ity (Table 3). With respect to the consensus sequence, 65%
(22/34) of the men presented mutations, whereas 62% (16/26)
of the women did not (P = 0.039), and the patients with low
viral loads had more mutations in this region (92% with mu-
tations versus 8% without mutations; P = 0.003).
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PKRBD mutations

ISDR mutations

V3 mutations

PePHD mutations

Activity Fibrosis (n =23)
grade® stage®
=4 >4 Without =1 =5 >5 Without 1
422 21 1.1 41 (68) 19 (32) 22 (37) 38 (63) 39 (65) 21 (35) 21 (91) 209
3.89 = 2.68 2.00 = 1.19 15 (50) 8(53) 8 (47) 15 (54) 12 (41) 11 (69) 9 (45) 1 (50)
4.63 = 1.98 244 = 1.29 15 (50) 7 (47) 9(53) 13 (46) 17 (59) 5(31) 11 (55) 1 (50)
4.05+2.3 207 = 1.1 33 (80) 19 (100)" 17 (77) 35(92) 33 (85) 19 (90) 17 (81) 2 (100)
3.67 = 1.8 229 = 0.44 8 (20) 0(0) 5(23) 3(8) 6 (15) 2 (10) 4(19) 0(0)
43 +22 2*1.1 19 (46) 17 (89)"""1 10 (45) 26 (68) 21 (54) 15 (71) 11 (52) 0(0)
4+24 2.1 +£0.7 22 (54) 2(11) 12 (55) 12 (32) 18 (46) 6(29) 10 (48) 2 (100)

In the 5’ flanking region (codons 2191 to 2208), 83% (50/60)
of the patients did not present mutations, and statistically sig-
nificant differences were found only with genotypes (genotype
la, 31% of patients without mutations and 69% with muta-
tions; genotype 1b, 98% of patients without mutations and 2%
with mutations; P < 0.0001).

Analysis of factors associated with mutations in NS5A-V3
and the flanking region. In the V3 region, when the sequences
were aligned with the reference strands, the only factor asso-
ciated with the number of mutations was gender (Table 3).
When the sequences were aligned with the consensus se-
quence, only the genotype was statistically significant (for ge-
notype la, 92% of patients presented >3 mutations (median);
for genotype 1b, 64% of patients presented <3 mutations; P <
0.0001) (Fig. 2 and 3B).

The flanking regions, preV3 (codons 2275 to 2355) and
postV3 (codons 2380 to 2405), were notable for their lack of
homology between genotypes 1a and 1b. As happened with the
V3 region consensus, the patients with genotype la had a
greater number of mutations in both regions than the patients
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with genotype 1b (preV3 region, P = 0.013; postV3 region, P =
0.025) (data not shown). We have not found a correlation
between the number of mutations in these regions (preV3 and
postV3) and the response to the treatment (data not shown).

Evolutive study. We analyzed the genetic variability of the
different regions of NS5A before, during, and after therapy to
determine the selection of treatment-resistant viral subpopu-
lations in 18 patients (3 SVR, 15 NR) (Table 4). Because of a
rapid decrease in the viral loads in responders, sequence data
were available for three patients undergoing therapy, who were
sampled during the first month of treatment, but no consistent
change was detected in the PKRBD, V3, or flanking regions.
Serum samples from 15 NR patients from the first month of
treatment and posttreatment were sequenced, and statistically
significant differences were found between the number of mu-
tations from the first month of treatment and the number of
posttreatment mutations in the V3 and flanking regions (P =
0.05) (Table 4).

Phylogenetic analysis. The NS5A region has been used to
make the phylogenetic tree (codons 2191 to 2405) using 60

Lt el

FIG. 1. Major PKRBD sequences in genotype 1b-infected patients. Each sequence was compared to the HCV-J 1b prototype sequence and

consensus sequence. The positions of the first and last amino acids of the PKRBD in the HCV polyprotein are indicated over the HCV-J sequence.

Each patient is designated by a number and response to treatment.
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FIG. 2. Major V3 sequences in genotype lb-infected patients. Each sequence was compared to the HCV-J 1b prototype sequence and
consensus sequence. The positions of the first and last amino acids of the V3 domain in the HCV polyprotein are indicated over the HCV-J
sequence. Each patient is designated by a number and response to treatment.

sequences from all of the patients. Patients are listed by
patient number, genotype, treatment response, and gender
(Fig. 4). No clustering occurred by treatment response or
gender. However, the patients were clustered by genotype,
as was to be expected.

DISCUSSION

In the present study, we set out to determine whether the
numbers of mutations in the E2-PePHD, NS5A-PKRBD,
NSSA-ISDR, and NS5A-V3 regions isolated from the pre-

treatment serum samples of chronically infected patients
with genotype 1 treated with peg-IFN-a-2a and RBV were
correlated with the RVR and final outcome. The majority of
the previous studies were done with a notably lower number
of patients than the number of patients used in this study
(n = 60) and using other treatments like IFN monotherapy
or standard IFN and ribavirin. In addition, we sought to
correlate the predictive factors of virologic response, such as
age, gender, genotype, viral load, and EVR, with the genetic
variability of the virus in these regions.

We know that other regions exist that have been less widely
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FIG. 3. Major PKRBD sequences (A) and V3 sequences (B) in genotype la-infected patients. Each sequence was compared to the HCV-1 1a
prototype sequence and consensus sequence. The positions of the first and last amino acids of the PKRBD domain and V3 domain in the HCV
polyprotein are indicated over the HCV-1 sequence. Each patient is designated by a number and response to treatment.

investigated, such as the polymorphisms in the RNA viral 5’
region (IRES). This region has been studied in relation to the
response to treatment with IFN. Nevertheless, in several stud-
ies, no significant difference between the polymorphisms in this
region and the response to IFN was found (34, 36).

As we found mutations in relation to HCV-J and HCV-1
that occurred repeatedly in all our patients, we decided to
perform a consensus sequence with all the patients participat-
ing in this study. These mutations have been demonstrated in
other reference sequences (37). This suggests that it is reason-
able to use the consensus sequences to assess the substitutions
in NS5A, but when the sequences were aligned with the con-
sensus strand, we obtained results similar to those with the
reference strand.

It has been suggested that the NS5A protein plays a role in
HCV-RNA replication. It has also been demonstrated that the
number of mutations in the ISDR regulates the replication of

replicons in vitro (21). It is likely that specific amino acid
variations within the NS5A regions that modulate HCV-RNA
replication are important for the antiviral response to IFN-c.

The inhibition of the antiviral activity of IFN by NS5A has
been shown in vitro in NS5A/PKR interaction via an NS5A-
specific PKRBD (10, 12) and in mammalian cells using en-
cephalomyocarditis virus and vesicular stomatitis virus (11).
However, an inconsistent association between this in vitro in-
teraction and the clinical response has also been reported (28).
In this work, multivariate analysis revealed that the presence of
>4 mutations in the PKRBD was only an independent factor
associated with SVR and EVR to combination therapy. Previ-
ous papers have also reported a positive correlation between
the number of mutations and SVR in this region (2, 24, 33).
However, there are only a few studies in which such relation-
ships have not been found (20, 22); these studies either inves-
tigated only genotype 1a patients (22) or performed the statis-

TABLE 3. Factors associated with mutations in NS5A-PKRBD, NS5A-ISDR, and NS5A-V3“

Age (yr) Sex Genotype Viral load (IU/ml)

Region_ and
mutations =40 (1 =30)  >40(n =30)  Male (1 = 34)  Female (n =26) la(n=13)  Ib(n = 47) fnﬁ(i“])gg’ ?n 6‘222?
PKRBD

=4 19 (63) 22 (73) 17 (50) 24 (92)? 9 (69) 32 (68) 3(25) 38 (79)

=4 11 (37) 8(27) 17 (50) 2(8) 4(31) 15 (32) 9 (75% 10 (21)
ISDR

Without 7(23) 15 (50) 9.(27) 13 (50) 2(15) 20 (43) 1(8) 21 (44)

With 23 (77)° 15 (50) 25 (73)° 13 (50) 11 (85 27 (57) 1192 27(56)
V3

=5 19 (63) 20 (67) 17 (50) 22 (85)° 10 (77) 29 (62) 8 (67) 31 (65)

=5 11 (37) 10 (35) 17 (50) 4(15) 3(23) 18 (38) 4(33) 17 (35)

“ Data are expressed as numbers of patients with percentages in parentheses. Comparisons between groups were made by the x> or Fisher exact test for the categorical

variables. A P value of <0.05 was considered statistically significant.

b Statistically significant difference (P = 0.03).

¢ Statistically significant difference (P = 0.05).

4 Statistically significant difference (P = 0.0001).

¢ Statistically significant difference (P = 0.0001).

/ Statistically significant difference (P = 0.06).

& Statistically significant difference (P = 0.006).

" Statistically significant difference (P = 0.021).
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TABLE 4. Treatment and posttreatment sequence changes®

Region and treatment SVR (n = 3) NR (n = 15)
PKRBD region

Baseline 4.67 = 0.57 3.8 +0.86

First-mo treatment 4.67 = 0.57 4+1

Posttreatment 4.38 = 1.68
V3 and flanking region

Baseline 1133+ 23 11.67 = 1.67°

First-mo treatment 11.67 = 2.0 10.83 = 2.25¢

Posttreatment 13.29 = 0.56

¢ Data are expressed as means * standard deviations. Comparisons between
groups were made by the Student ¢ test for the quantitative variables. A P value
of <0.05 was considered statistically significant.

b Posttreatment versus basal value differences were statistically significant (P =
0.06).

¢ Posttreatment versus first-month treatment value differences were statisti-
cally significant (P = 0.05).

1a

7247

J. VIROL.

tical analysis with the remaining portion of the PKRBD
located downstream from the ISDR (26 amino acids) (20). A
high level of significance for this correlation was observed
when the analysis was restricted to nonconserved amino acid
variations (33); this was found, too, with genotype 3 patients
(15). Our data back the idea that the PKRBD and not the
ISDR alone is a functional domain of NS5A and may produce
resistance or sensitivity to IFN therapy.

It has been reported that a subset of genotype 1 patients who
had RVR (undetectable serum HCV-RNA levels of <29 IU/
ml) at 4 weeks of treatment achieved SVR (89%) with only 24
weeks of peg-IFN and ribavirin treatment and that data at 12
weeks are good for predicting NR (42). It is easier to routinely
determine HCV-RNA and viral loads rather than sequence
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FIG. 4. Phylogenetic tree of the NS5A region in 60 patients. Genotype (1b and 1a), treatment response, and sex (M, male; F, female) are stated

for all patients.
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HCV, but the objective of this work was to study the impor-
tance of genetic variability in relation to viral response. This
type of study (analysis of genomic viral sequences) can have
many future repercussions with progressive cost reduction and
easy use of sequencing technologies. Therefore, we think that
in a not very distant future, the genetic sequence might apply
in the clinical routine, facilitating a more personalized fol-
low-up of patients. Nevertheless, we did not find any predictive
factors for RVR.

In the present study, women presented less variability than
men in the PKRBD. Likewise, patients with high viral loads
presented fewer mutations in the PKRBD region than those
with low viral loads. The fact that 100% of the patients who
have >4 mutations in the PKRBD region presented EVR is
important.

The ISDR is useful as a predictive marker of the response to
IFN therapy for patients with a Japanese-specific subtype
(HCV-J) (8, 25, 40), but similar correlations were not observed
in studies conducted in Europe and the United States (13, 26,
41). Nevertheless, a meta-analysis of 655 Japanese and 525
European patients that focused on geographical differences
(27) concluded that there was a significant positive correlation
between the number of ISDR mutations and the SVR rate,
irrespective of geographical region, although the likelihood of
SVR with each additional mutation within the ISDR was con-
siderably more pronounced for the Japanese patients than for
the European patients. In our study, the existence or absence
of mutations in the ISDR was not correlated with SVR (Table
2). Nevertheless, the patients with more mutations were cor-
related with a greater response to treatment (1.41 * 1.46
mutations for SVR patients versus 0.58 = 0.65 mutations for
NR patients; P = 0.005). Enomoto et al. (8) found a significant
positive correlation between the number of ISDR mutations
and the SVR rate, when considering three groups of patients:
wild type (0 mutations), intermediate type (1 to 3 mutations),
and mutant type (>4 mutations). In our cases, only 7% of the
patients were mutant type, whereas 57% were intermediate
type and 37% wild type, as has been found in other European
studies. Interestingly, we found that predictive factors of SVR,
such as ages of =40 years and viral loads of =600,000 IU/ml,
were correlated significantly with a higher number of muta-
tions in the ISDR.

Studies of the V3 domain have revealed that responsiveness
to IFN/RBV therapy is correlated with mutations (7, 26, 30,
33). In the present study, no correlation was found between the
number of mutations in the V3 and flanking regions and treat-
ment response. The number of mutations in the V3 region was
only correlated with gender, with women presenting fewer
mutations. We have not found a correlation between the mu-
tations in the flanks and V3 region and the possible coopera-
tion with the PKRBD to influence the response to treatment.
We believe that this can be possible, but we think that a major
number of sequences are needed to be able to demonstrate
these facts.

In the present study, women presented less variability in the
PKRBD and V3 regions. We do not have a clear explanation
for this result. Nevertheless, we found a paper (39) for which it
was found that females and males have different numbers of
mutations in their pretreatment sequences. However, there are
very few cases, and they have not been studied. At first, we
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thought that the variability could be due to a more aggressive
immune response in men than women. Another possibility is
that men generate more radical oxygen species in cells, causing
more viral mutations. In any case, we believe that it is an
interesting finding that needs more study.

The present study shows that PePHD was highly conserved,
and thus, only 2 NR patients had one mutation, this being
corroborated by other studies. There are no significant corre-
lations between the substitutions in PePHD and the response
to IFN therapy (2, 5, 13, 18, 32, 38). Nevertheless, the flanking
region of PePHD (the N-terminal variable region in the C-
terminal part of E2) correlates with both the response to IFN
monotherapy and viral load (38). We did not find these corre-
lations in the flanking region. Attempts have also been made to
correlate substitutions in PePHD with hepatocellular carci-
noma (1, 14). Further studies on the correlation of substitu-
tions of PePHD with the clinical aspects of chronic HCV in-
fection are needed.

In the evolutive study (Table 4), we observed for the NR
patients that the PKRBD region did not present significant
changes so that the dominant quasispecies of the pretreatment
were persistent during treatment. We think that IFN will be an
important selective agent for the present quasispecies and that
these could change the composition of the viral population.
Nevertheless, most of our patients from the evolutionary study
(15 of 18) were NR, from which we found some viral popula-
tions that finally resisted the pressure of IFN. In the V3 and
flanking regions, we found a statistically significant increase in
mutations between the first month of treatment and 6 months
posttreatment. It is possible that important modifications in
the number of mutations or of changes in concrete positions in
the V3 region could modify the structure of certain functional
domains as the PKRBD and ISDR. Nevertheless, we consider
that this region alone does not play an important role in the
treatment outcome.

We think that specific mutations, not just the total number
of mutations, can be sufficient to impede the PKRBD’s inter-
action with PKR. Because of this, some authors (21) have
proposed different amino acids (2209, 2216 and 2227) whose
substitutions might be associated with a high rate of response.
In our study, only one patient with an SVR presented substi-
tutions in amino acids 2209 and 2216. Likewise, we believe that
the substitution of such amino acids as proline, which breaks
the alpha helix in the protein structure, means a drastic change
in the structure and function of the protein. Nevertheless, in
our study, we found only one change of this type (proline), and
it corresponded to a patient with a response. In the same way,
we think that a change in an amino acid’s group (hydrophobic,
polar, acidic, and basic) presupposes an alteration of function
and structure. We have analyzed changes in the groups of
amino acids (data not shown) which are very similar to those
that we show in this paper. These results have not been given
in this paper because we think that the identification of impor-
tant positions and/or concrete substitutions of amino acids that
alter function requires the analysis of more patients or se-
quences to obtain trustworthy conclusions.

In summary, our results concerning the ISDR are generally
in line with those reported in European studies. It is clear that
a large cohort, divided into wild-type, intermediate-type, and
mutant-type ISDR groups, needs to be analyzed to draw con-
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clusions similar to those of Enomoto et al. (8). From our study
of HCV genotype 1l-infected patients with a strong statistical
analysis method and with a big sample of the population, we
established that the presence of >4 mutations in the PKRBD
region of NS5A protein from pretreatment serum samples is
correlated with the virologic response to peg-IFN/RBV ther-
apy, and therefore, PKRBD sequences might be used as a
prognostic guide for treating HCV-1-infected patients.
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