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INTRODUCCION

1. VIRUS DE LA HEPATITIS C

El virus de la hepatitis C (VHC) es un importante patégeno humano, no
solo por su elevada prevalencia en todo el mundo, sino también por las
complicaciones potencialmente graves de la infeccion persistente, de las que,
ademds, se espera un aumento en un futuro proximo [I]. Se considera la
principal causa de hepatitis cronica, cirrosis hepdtica (CH) y carcinoma
hepatocelular (CHC), siendo la indicacion mds comun para el trasplante
hepadtico [2, 3]. A pesar de los importantes avances realizados respecto a la
asistencia de los pacientes infectados y en el campo de la investigacion, aun no se
tiene un conocimiento preciso de los mecanismos de replicacion y persistencia de

este virus.

1.1. Definicion y estructura

El VHC es un virus ARN monocatenario y de polaridad positiva que
pertenece a la familia Flaviviridae y que se ha clasificado como el tinico miembro
del género Hepacivirus [4, 5].

El conocimiento de su estructura es aun bastante incompleto. Sabemos que
presenta un didmetro aproximado de 55-65 nm. El genoma del VHC contiene
alrededor de 9400-9600 nucledtidos, rodeado por la nucleocapside o capside
(icosaédrica) que estd compuesta por una estructura proteica denominada Core.
Esta, a su vez, se recubre por una membrana lipidica a la cual estan ancladas las
proteinas E1 y E2 responsables de la union y entrada del virus a los hepatocitos [6]

(Figura 1).
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Figura 1

VHC

Existe un solo marco de lectura abierta (ORF, Open Reading Frame) capaz
de codificar el precursor de un gran polipéptido virico, de alrededor de 3000
aminoacidos, con longitud variable de unas cepas a otras, y regiones en los
extremos 5’ y 3’ no traducidas (NTR, Non Translated Regions o UTR,
UnTranslated Regions) [7]. La divisidon de este polipéptido virico por la accioén de
proteasas es la que genera tanto las proteinas estructurales previamente
mencionadas (capside [C] o p21, envoltura 1 [E1] o gp31, envoltura 2 [E2] o gp70)
como las no estructurales (NS2, NS3, NS4a, NS4b, NS5a, NS5b) [6] que ademas
de tener una participacion importante en la morfogénesis del virus [8], (Figura 2),
poseen actividades enzimaticas esenciales para su replicacion y el procesamiento

de la poliproteina [9].

Figura 2
NS4A

NS3 ||NS43 NS5A NSSB

Core

P7: péptido de union

Proteinas estructurales y no estructurales del VHC
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En la Figura 3 se muestra, graficamente, la organizaciéon gendémica del

VHC antes descrita.

Figura 3
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La region 5'NTR contiene cuatro dominios altamente estructurados y la region de
union al ribosoma (IRES). La region 3'NTR contiene una region estable. La zona
intermedia codifica una poliproteina de alrededor de 3.000 aminodcidos segun el
genotipo. 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 El y E2 indica la glucosilacion de las
proteinas de la envoltura.

1.2. Epidemiologia y vias de transmision

La infeccion por el VHC constituye un problema socio-sanitario de ambito
universal. Es una de las causas principales de enfermedad hepéatica crénica, con
aproximadamente 170-240 millones de personas infectadas por todo el mundo, lo
que hace de esta infeccion una causa significativa de enfermedad y mortalidad [10].

Es por tanto, un problema social de salud por su prevalencia, que alcanza el 2-3%
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de la poblacién general, y un problema también para el sistema sanitario por las

repercusiones de la enfermedad y su coste [11, 12].

Existen notables diferencias geograficas (Figura 4), con indices de
prevalencia que varian entre el 0.4% y el 1.1% en EE.UU y Canad4, y entre el

9.6% y el 20% en el norte de Africa [13].

Figura 4

M <1%
W 1%-24%
B 25%-4.9%
B 5%~=10%
H>10% L
[ No data available #5

Prevalencia mundial del VHC

En Espafia la prevalencia se sitia entre el 1.6-2.6%, lo que permite una

estimacion de 480.000-760.000 infectados cronicos por el VHC [5, 14].

La prevalencia es mayor en personas de 30 a 49 afos que en las de edades
superiores o inferiores. También es mas alta en los varones que en mujeres (2.5%
frente a 1.2%) y en determinados grupos étnicos, asi los individuos de raza negra
presentan una prevalencia del VHC (3.2%) superior a los de raza caucasica (1.5%)

[14].

Los riesgos mas importantes para la transmision del VHC son la transfusion

de sangre antes de 1992, el uso de drogas por via intravenosa y las actividades
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sexuales de alto riesgo, mientras que la exposicién ocupacional, la hemodialisis, la
exposicion intrafamiliar, la transmision vertical y el uso de cocaina intranasal
entrafian un riesgo mas bajo. Los trabajadores sanitarios constituyen grupo de
riesgo ya que la incidencia de infeccion tras un pinchazo accidental es del 5-10%.
La principal via de transmision en la actualidad es la parenteral, de forma que, las
infecciones nuevas por el VHC se deben sobre todo al consumo de drogas
intravenosas y, en menor medida, a las relaciones sexuales con personas infectadas

[15] (Figura 5).

Figura 5

Desconocido 10% i
Adictos a drogas por
via parenteral 60%
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Transfusion 10%
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Vias de transmision del VHC en la
actualidad

Un gran porcentaje de las personas con infeccion cronica por el VHC
permanecen asintomaticas sin ser diagnosticadas pero, probablemente, necesitaran
atencion médica en un futuro préximo por lo que se espera un incremento del
cuadruple de personas diagnosticadas de infeccion crénica por el VHC hasta el afio

2015 [16].
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1.3. Patogenicidad: ciclo replicativo

La replicacion del VHC se puede dividir en las una serie de etapas [9] que

se describen a continuacion y se muestran en la Figura 6 [17].

1) Entrada a la célula huesped: aunque se desconoce el mecanismo, se ha
comprobado que las proteinas de la envoltura E1 y/o E2 interaccionan con varios

receptores celulares como CDS].

2) Liberacion del ARN viral al citoplasma y traducciéon del mismo

mediada por IRES de la regiéon 5’NTR.

3) Procesamiento de la poliproteina por proteasas celulares y virales:
Las proteinas virales no estructurales se quedan fuertemente unidas a membranas
del reticulo endosplasmico (RE) formando el complejo de replicacion asociado a

membranas.

4) Replicacion del ARN viral: la cadena positiva de ARN-VHC es
utilizada por la ARN-polimerasa ARN dependiente (RpRd) como molde para la
sintesis de la cadena negativa, que servird como molde para la sintesis de las

nuevas cadenas positivas de ARN.

5) Ensamblaje y encapsidacién: las nuevas cadenas positivas de ARN
viral interaccionan con las proteinas del Core formando la nucleocéapside, que

adquirird su envoltura en la luz del RE.

6) Maduracion y liberacion del virion: se cree que los viriones son

exportados fuera de la célula a través de los sistemas de excrecion celulares.
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Figura 6: Bartenschlager y cols., 2000.
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Ciclo replicativo del VHC

El genoma del VHC no se integra en el nucleo celular y todo su ciclo se
realiza en el citoplasma del hepatocito. Este aspecto es de crucial importancia, ya
que no presenta formas de reservorio estable de infeccion. Una de las
consecuencias de este hecho es que la vida media de su ARN en la célula es muy
corta, aproximadamente 1.5 horas, lo que obliga a que tenga una alta tasa de
produccion viral para poder mantener la infeccién de forma persistente. Por otro
lado, la ausencia de reservorios estables, posibilita la erradicacion total del virus si
se utilizan terapias que produzcan una enérgica inhibicién de su replicacion. Sin
embargo, aun asi, no siempre se consigue. El mecanismo por el cual el VHC evade
al sistema inmune, persiste, y causa inflamacion crénica del higado no se conoce
completamente. Una de las hipdtesis consiste en que la respuesta inmunitaria contra
el VHC es incapaz de eliminar el virus de los hepatocitos infectados una vez que se
ha establecido la infeccion [18]. Se piensa, hipotéticamente, que es debido a una

insuficiente induccion de la respuesta inmunitaria primaria durante la infeccion
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aguda [19, 20] y/o a la incapacidad para mantener altos niveles de la respuesta de

linfocitos T en la fase crénica [21].

1.4. Historia natural y manifestaciones clinicas

El periodo de incubacién del VHC suele ser aproximadamente de unas 8
semanas, pudiendo variar entre las 2 y las 28. En primer lugar, y tras el periodo de
incubacidn, se produce una hepatitis aguda (HA) que se caracteriza por ser
clinicamente silente. Tan so6lo un 25% de las HA son sintomadticas y suelen
manifestarse de forma inespecifica, con sintomas como astenia, anorexia, nauseas o
ictericia. La infecciéon aguda puede autolimitarse, desencadenar una hepatitis
fulminante o bien evolucionar a hepatitis cronica. La resolucion completa, esta
determinada por factores que no estan claros (aparicion de ictericia en la fase
aguda, sexo femenino...), objeto de estudio y debate. S6lo un 20-30% de personas
infectadas aclarara espontaneamente el virus [22], aunque hemos observado que
esta ultima cifra puede variar algo de unas referencias a otras. La forma
fulminante, que consistente en un deterioro importante de la funcion hepatica, es
infrecuente pero grave, ya que puede suponer un desenlace mortal para el enfermo.
La enfermedad se hace croémica en aproximadamente el 70-80% de individuos
infectados [23], definiéndose ésta como la persistencia del ARN-VHC durante un
periodo superior a 6 meses tras el comienzo de la infeccion. Durante los 20-40 afios
siguientes a la infeccidon, aproximadamente el 80% de los pacientes con hepatitis
crénica C (HCC) experimentard una evolucién estable, sin una progresion
significativa pero habra evolucion a cirrosis en el 20% restante; de estos cirroticos
alrededor de un 25% desarrollaran descompensacion de su enfermedad hepatica y,

en algunos casos, CHC (riesgo del 1-4% anual) [24] (Figura 7).
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Figura 7
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1.5. Diagnéstico

En la actualidad, no se dispone de un sistema celular que permita el cultivo
del virus de una forma eficiente y util para el diagndstico de laboratorio. Por ello,
se emplean métodos indirectos poniendo de manifiesto la respuesta serologica
frente a diferentes proteinas del virus (anticuerpos frente al VHC) y métodos

directos que permiten la deteccion y cuantificacion del ARN viral en sangre [25].
1.5a. Métodos indirectos

[ Anticuerpos anti-VHC

En 1989 surgieron los primeros ensayos capaces de detectar anticuerpos
frente al VHC. Desde entonces han evolucionado a lo largo de varias generaciones,
mejorando  progresivamente  [26].  Actualmente, los  métodos  de
enzimoinmunoanalisis (EIA) son los mas utilizados por su gran sensibilidad y

especificidad. Suelen utilizar antigenos sintéticos, recombinantes o la combinacién
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de ambos para evaluar la cantidad de inmunoglobulina G (IgG) especifica contra el
VHC que tiene la muestra.

Cuando se indica que un suero es reactivo se estd afirmando que tiene
anticuerpos frente a alguno o todos los antigenos empleados en la prueba. Tardan
en aparecer entre 4 y 6 semanas, aunque pueden retrasarse mas en casos puntuales.
Durante este periodo de "ventana seroldgica", la deteccion de anticuerpos anti-
VHC serd negativa, por lo que la negatividad de esta prueba en una muestra Unica

no descarta la infeccion [26] (Figura 8).

Figura 8
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En pacientes con una respuesta humoral deficiente y en pacientes en
hemodialisis, la negatividad para anticuerpos anti-VHC no excluye totalmente la
infeccion [26].

La presencia de anticuerpos anti-VHC en suero indica contacto previo con
el virus, por lo que, no es suficiente para establecer el diagnostico de infeccion

cronica ya que puede indicar exposicion pasada y curada.
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® Pruebas confirmatorias de anticuerpos

Estas pruebas se han de considerar como pruebas que confirman la
presencia de anticuerpos y no necesariamente de infeccion activa.

Con caracter general, la presencia de reactividad frente a dos o mas
antigenos derivados de regiones diferentes del genoma virico confirma la presencia
de anticuerpos frente al virus, por el contrario, la ausencia total de reactividad en la
prueba la descarta. La reactividad frente a antigenos derivados de una unica regioén
del genoma del virus no permite confirmar ni descartar la presencia de anticuerpos
(resultado indeterminado). Durante el periodo de ventana seroldgica, se pueden
observar algunos de estos patrones indeterminados en presencia de viremia
detectable, lo que indica el inicio de la respuesta inmunitaria humoral [27].

Ocasionalmente, en pacientes inmunodeprimidos, pacientes en hemodialisis
y pacientes con crioglobulinemia mixta se obtienen falsos negativos en la
determinacion serologica y pueden requerir la determinacion de ARN-VHC para el

diagnostico [28].

1.5b. Métodos directos

H Determinacion de ARN-VHC

La deteccion del ARN del virus se realiza mediante pruebas de
amplificacion genomica (RT-PCR 0 Reverse Transcription Polymerase Chain
Reaction) entre otras y ofrece una medida de la viremia activa. Su positividad
indica presencia de virus circulante y confirma infeccioén en curso, aguda o crénica.
Su negatividad en una muestra puntual no descarta la infeccion crénica, ya que la
viremia es, en ocasiones, intermitente [29]. Su determinacion puede ser cualitativa

0 cuantitativa.
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Durante el periodo “ventana”, éstas u otras pruebas de deteccion directa del
virus proporcionan el diagnostico de la infeccion cuando las pruebas de deteccion
de anticuerpos son aun negativas o arrojan resultados indeterminados. Ademas,
acortan este periodo en varias semanas ya que el ARN-VHC se detecta trascurridas
de una a dos semanas desde la exposicion al virus. Por lo tanto, la utilizacién de

estos métodos se considera hoy en dia indispensable para el diagnostico precoz de

la HA [30].

m Determinacion del antigeno del Core

Para la determinacion del antigeno del Core se suelen utilizar métodos de
inmunoandlisis de microparticulas quimioluminiscentes (CMIA) o EIA con
anticuerpos monoclonales. Estos permiten detectar y cuantificar la viremia a través
de la deteccion y cuantificacion de este antigeno. Es un marcador que permite la
identificacion temprana de la infeccién por el VHC y, en comparacién con los
métodos seroldgicos vistos anteriormente, presenta mayor utilidad clinica en
aquellos pacientes que tengan un periodo “ventana” alargado por un estado de

inmunosupresion, como por ejemplo en pacientes en hemodialisis [31].

H Determinacion del genotipo viral

Debido a la importancia que tiene la determinacion del genotipo en la
respuesta al tratamiento antiviral, ésta se ha convertido en una prueba rutinaria en
la practica clinica.

Las pruebas para su determinacion se basan en la amplificacion del genoma
virico mediante PCR seguida de hibridacion inversa con sondas de
oligonucleétidos inmovilizados en una tira (LiPA, Line Probe Assay) o de
secuenciacion del amplicon. Estas pruebas pueden llegar a permitir la

discriminacion entre los diferentes subtipos [32].
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El genotipo del VHC también se puede determinar mediante métodos
serologicos que resultan de interés principalmente en aquellos pacientes infectados
con positividad confirmada para anticuerpos anti-VHC pero que cursan con

ausencia persistente de viremia detectable [33].

1.6. Tratamiento de la hepatitis cronica C

Desde el descubrimiento del VHC y de su severidad, el tratamiento de la
infeccion ha mejorado bastante [11, 34], siendo el mas eficaz frente a la infeccion
aquel en el que se utiliza interferon pegilado alfa 2a (IFNpeg-a 2a) en combinacion

con ribavirina (RBV) [35].

La tasa de respuesta viroldgica sostenida (RVS), o negativizacion de la
carga viral (CV) del VHC a los 6 meses después de interrumpir el tratamiento, en
los pacientes con HCC genotipo 1, tratados con [FNpeg/RBV alcanza el 54%. Es
decir, que la mitad de los pacientes tratados no responden, siendo un tratamiento

caro y no exento de efectos secundarios [11].
1.6a. Candidatos al tratamiento

El tratamiento actual, basado en la administracion conjunta de
IFNpeg/RBV, pretende reducir la mortalidad, evitando los fallecimientos causados
por la CH descompensada y el CHC, asi como la reduccion de las manifestaciones
extrahepaticas y de la propagacion secundaria de la infeccion por el VHC [35].

En teoria, todos los pacientes con HCC que presenten transaminasas
normales y/o elevadas, positividad del ARN-VHC en el suero y/o lesiones de
hepatitis cronica en la biopsia hepdtica, deben ser tratados, ya que serdn ellos los
que tengan mayor riesgo de desarrollar CH. Se excluyen del tratamiento aquellos

pacientes que no cumplan los parametros anteriores, las mujeres embarazadas y las
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que presenten una negativa a usar métodos anticonceptivos, debido a que el
tratamiento es teratogeno en el embarazo [36].

A pesar de lo mencionado anteriormente, en la practica, todo es mas
complejo. Existen diversas variables que influyen en la decision de iniciar o no un
tratamiento antiviral en pacientes con HCC. Muchas de estas variables no tienen
relacion directa con la probabilidad de respuesta al tratamiento. Asi, no estaria
indicado iniciar el tratamiento antiviral en un paciente de 65 afos sin fibrosis
hepatica y con antecedentes de cardiopatia isquémica (CI), aunque las variables
virologicas, genotipo y CV, fueran favorables. Muy distinta es la situacion ante un
paciente de edad similar con una biopsia hepatica que demuestra la presencia de
fibrosis en puentes. Otras variables, como ansiedad, profesion, etc. son solo
contraindicaciones relativas pero pueden influir en la decision de tratar. Asi, en
definitiva, como el tratamiento antiviral es ain imperfecto en lo que se refiere a la
eficacia, pudiendo producir efectos adversos graves, los pacientes y sus respectivos
médicos han de valorar con cuidado los posibles beneficios, el coste y los riesgos

antes de iniciar el tratamiento [36].

1.6b. Tratamiento estandar

El tratamiento de la HCC ha experimentado cambios sustanciales desde
mediados de los afios noventa. Aunque la clave del tratamiento antivirico actual
siguen siendo los protocolos en los que se utiliza IFN, los avances farmacoldgicos,
entre los que se encuentra la adiccion de RBV como tratamiento complementario,
el desarrollo de los IFNpeg, asi como, mas recientemente, la creacion de los nuevos
antivirales, han aumentado de manera significativa la eficacia del tratamiento [36,

37].
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® Interferon pegilado

El IFN-o0 es un polipéptido no glicosilado producido por monocitos,
leucocitos y linfocitos B, como respuesta a infecciones viricas, con la funciéon de
mediar la respuesta inmunitaria inespecifica [35]. Posee dos ACCIONES, una

directa o antiviral y otra indirecta o inmunomoduladora [38]:

1.- Directa o antiviral: Se manifiesta inhibiendo la replicacién viral
transmitiendo sefales al interior de la c€lula a través de receptores situados
en la superficie celular (IFNaR1 e IFNaR2). En esta ruta intervienen de
manera acoplada las proteinas JAK1 (Janus Activated Kinase-1) y Tyk2
(Tyrosine Kinase-2). La accion de las quinasas fosforiladas resulta en una
activacion de las proteinas STAT-1 y STAT-2 que son traslocadas al nucleo
y ejercen su accidén incrementando la transcripcion de genes estimulados
por IFN (ISG) que codifican proteinas con actividad antiviral (adenosin-

deaminasa, PKR y 25-oligoadenilato sintasa) (Figura 9) [39].

Figura 9
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2.- Indirecta o inmunomoduladora: Se manifiesta incrementando la
expresion de moléculas de antigeno leucocitario humano (HLA) en la
membrana de los hepatocitos y facilitando que los linfocitos T citotoxicos
(Tc) reconozcan y eliminen las células infectadas, ademas de estimular la

inmunidad innata (células NK) [40].

Clasicamente se han usado 4 tipos de IFN-o obtenidos mediante tecnologia
ADN recombinante, administrados tres veces por semana [36]. Actualmente, el
I[FN mas utilizado es el IFNpeg-o.. Mediante la pegilacion de una proteina, que
consiste en su unidon a una molécula de polietilenglicol para disminuir su
aclaramiento, se prolonga su permanencia tras su administracion, obteniendo una
mejoria considerable tanto en la farmacocinética como en la farmacodinamica. El
IFNpeg-a. tiene la ventaja de que se administra s6lo una vez por semana,
disminuyendo en frecuencia los efectos secundarios, ademas de conseguir una
mayor y mas eficaz supresion de la actividad antiviral en comparaciéon con la
administracion del IFN clésico tres veces por semana. Hay dos tipos, el [IFNpeg-a
2a y el 2b [35]. Aunque han sido varios los estudios que comparan la eficacia de
ambos, combinados con RBV, un estudio sistematico realizado sobre ensayos
clinicos aleatorizados en los que se comparaban los dos tipos con respecto a las
tasas de RVS, confirmo6 las ventajas del 2a, mientras que el tipo de efectos adversos
y la incidencia de los mismos fueron muy parecidos en ambas pautas de

tratamiento [41].

m Ribavirina

La RBV es un andlogo de nucledsido (guanosina) asi como un farmaco
antiviral activo frente a virus ARN y ADN. Es un farmaco pleiotropo, es decir, con
diversos mecanismos intrinsecos que pueden influir en sus propiedades antivirales

globales. Se ha utilizado también en el tratamiento del virus de la
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inmunodeficiencia humana (VIH). Se administra por via oral variando en funcion
del peso. No se utiliza en monoterapia. Su incorporacion a la terapia frente al VHC
mejord sustancialmente los porcentajes de RVS en pacientes infectados,
incrementando, por un lado, la proporcion de casos que aclaraban el virus y
disminuyendo, por otro, el numero de recidivas [42].

Se podria pensar que la RBV es un adyuvante del IFN-a, ya que
aparentemente no disminuye la CV. La realidad es que la RBV tiene un efecto
sinérgico, y actiia cooperando y potenciando al IFN-a. Aunque su mecanismo de
accion no se conoce con exactitud, recientemente se ha demostrado que tiene una
leve accion sobre la replicacion viral y que es un mutdgeno del VHC [42]. El
mecanismo de ACCION antiviral propuesto para la RBV se desarrolla a varios

niveles (Figura 10):

1.- “In vitro”: Es capaz de inhibir distintos virus ARN y ADN bloqueando
la sintesis de guanosina-trifosfato y, por lo tanto, disminuyendo la sintesis
de acidos nucleicos. También actua produciendo una sintesis anormal del
extremo 5 del ARN, por lo tanto, alterando la transcripcion viral y
suprimiendo la actividad de la polimerasa viral, ademas de llevar a los
nuevos viriones a un ‘“‘error catastrofico” al incorporarse a modo de

mutageno dentro de los nuevos genomas [42].

2.- En estudios clinicos: Modifica los niveles de alanina aminotransferasa
(ALT) pero no modifica los niveles de viremia, por lo que se postula que
pudiera actuar mediante un mecanismo inmunomodulador, favoreciendo la
inmunidad del huésped frente al VHC, potenciando una respuesta del tipo
Thl frente a Th2 con aumento de citoquinas como IFN-y, TNF-a e IL-2.
Estas citoquinas aumentan la lisis de los hepatocitos infectados, reduciendo
la produccion de los viriones infecciosos que estos hepatocitos generan.

Este efecto también se ha comprobado “in vitro” [42].
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Figura 10
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3.- Efecto “cosmético”: Mecanismo no citolitico por el que actiia curando
las células infectadas sin destruirlas. Recibe este nombre porque provoca la

normalizacion de las transaminasas [42].
En definitiva, el IFN inhibe la produccion del VHC, y la RBV introduce

mutaciones dentro de su genoma e incrementa la producciéon de viriones no

infecciosos que no tienen capacidad de atacar a los hepatocitos [43].

1.6b. Tipos de respuesta al tratamiento estandar

il

[ Respuesta viroldgica rapida (RVR): ARN-VHC indetectable tras 4
semanas de tratamiento (Figura 11). Se ha reconocido como uno de los

factores predictivos de RVS independientes mas importante [44].

® Respuesta virologica precoz o temprana (RVP o RVT): ARN-VHC
indetectable en la semana 12 de tratamiento o disminucion de la CV > 2

logaritmos (Log), definidas como respuesta viroldgica completa y
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parcial respectivamente (RVPc y RVPp). Se ha utilizado como el
principal factor para tomar decisiones respecto al tratamiento (7abla 1).
Asi, pacientes infectados con el genotipo 1 del VHC que presenta una
RVPp, logran una RVS en un 17-29% de los casos, beneficiandose de

una ampliacidn de la duracion del tratamiento a 72 semanas [44].

RVP y ARN detectable en la semana 24: los pacientes que
cumplen criterios de RVP pero que mantienen niveles de ARN viral
detectables en la semana 24 no alcanzaran RVS y esto suele cumplirse
en el 98-100% de los casos, por lo que se recomienda la interrupcion del

tratamiento en esta situacion (Tabla 1) [45].

Respuesta viroldgica sostenida (RVS): Ausencia de ARN-VHC a los 6
meses de haber finalizado el tratamiento y normalizacion de las
transaminasas tanto al final del tratamiento como a los 6 meses de
seguimiento (Figura 11). Lograr una RVS es sindnimo de curacion, ya
que se produce una mejoria paulatina de las lesiones hepaticas y

desaparece el riesgo de desarrollar complicaciones relacionadas con el

VHC [44].

Recidiva o recaida: Normalizacion de los valores antes citados al
término del tratamiento pero con reaparicion de ARN-VHC en el

control semestral (Tabla 1) [46].

No respondedores (NR): Aquéllos que presentan una caida de ARN-
VHC < 2Log durante las 12 primeras semanas de tratamiento
(respondedores nulos o R-Nulos) y/o la persistencia del mismo a partir

de la semana 24 de tratamiento (Tabla 1).
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Figura 11: Tipos de respuesta al tratamiento estindar
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Los pacientes que no han respondido a la terapia combinada con
[FNpeg/RBV presentan unas tasas de RVS al tratamiento estandar actual de un 28
y 12% respectivamente [46].

1.6c. Nuevas estrategias terapeuticas

En la actualidad se estdn desarrollando nuevos farmacos dirigidos a
diferentes dianas moleculares del VHC a los que se les ha denominado antivirales
directos. La mayoria de estos farmacos, mas de 30 en investigacion, se encuentran
en diferentes fases de desarrollo clinico pero dos de ellos, pertenecientes al grupo
de los inhibidores de la serin-proteasa del VHC, boceprevir (BOC) y telaprevir
(TVR), ya han obtenido su aprobacidon por las agencias reguladoras, tanto en
EE.UU. como en Europa, para administrarse en combinacion con INFpeg/RBV
(triple terapia). Estos dos farmacos, se han desarrollado para el tratamiento de los
pacientes con genotipo 1, el més resistente al IFN, y por tanto el mas dificil de

curar.

El objetivo de estas nuevas terapias es mejorar la tasa de RVS y minimizar
los efectos adversos, bien acortando la duracion del tratamiento, bien con pautas de

antivirales en combinacion sin IFN.

Los principales problemas de la triple terapia son una mayor tasa de efectos
adversos, el riesgo de desarrollar resistencias y su elevado coste. Asi, los
principales efectos adversos de este grupo de farmacos son el desarrollo de rash
cutaneo, anemia, disgeusia, prurito anal, hemorroides, nauseas, diarrea e
hipertranseminasemia. Los pacientes con mayor riesgo de desarrollar resistencias
son los NR, particularmente aquellos R-Nulos, y los que tienen CV muy elevada

[37].
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' Telaprevir

El TVR impide la accion de las proteinas virales encargadas del ensamblaje
de las nuevas particulas virales, es decir, es un inhibidor de la NS3/4A proteasa
[47]. Se administra por via oral en dosis de 750 mg/8 horas (6 comprimidos al dia,

administrados con los alimentos).

El desarrollo clinico de TVR en fase III comprendi6 tres estudios: dos se
llevaron a cabo en pacientes naive, denominados, respectivamente, ADVANCE
(n=1088) e ILLUMINATE (n=500) [48, 49] y el tercero, denominado REALICE
(n=662), que incluyo pacientes NR [47]. Estos estudios introducen el concepto de
terapia guiada por la respuesta (RGT) que establece la duracion del tratamiento en
funcién de la existencia o no de la respuesta viral rdapida extendida (eRVR),
necesaria para monitorizar el tratamiento de los nuevos antivirales y definida por la

persistencia en la semana 12 de la RVR alcanzada en la semana 4 de tratamiento.

' Boceprevir:

BOC, al igual que TVR, es un inhibidor de la NS3/4A proteasa. Se

administra también por via oral a la dosis de 800 mg/8 horas (12 capsulas diarias).

Los estudios en fase III con BOC se disefiaron con la fase de lead in de
cuatro semanas inciales con terapia estdndar que tiene como objetivo evitar la
monoterapia funcional, minimizdndo el riesgo de desarrollo de resistencias al
disminuir la CV y conocer el tipo de respuesta a las cuatro semanas. Ademas
permite identificar a los pacientes con resistencia al IFN (caida de ARN-VHC < 1
Log en la semana 4) [37]. Los dos estudios en fase III con BOC fueron el
SPRINT-2 [50] y el RESPOND-2, este ultimo con un disefio parecido al SPRINT-
2 pero con pacientes NR (incluyd unicamente recidivantes y respondedores

parciales excluyendo a los R-Nulos) [51].
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2. VIRUS, PACIENTE, SISTEMA INMUNITARIO Y
ENFERMEDAD

2.1. Tipos de factores predictivos de respuesta al
tratamiento antiviral

La respuesta al tratamiento antiviral depende fundamentalmente del
genotipo del virus y de la CV, sin embargo, hay pacientes con el mismo genotipo y
una CV parecida que presentan un tipo de respuesta diferente. Esto demuestra que

existen otros factores, al menos tan importantes como los factores virales.

La historia natural de la infeccion y la respuesta terapeutica al VHC estan
influenciadas tanto por factores virales, como por factores relacionados con la
adherencia al tratamiento antiviral y con la enfermedad, y por factores
relacionados con el hospedador (Figura 12). Dentro de estos grupos
destacaremos a continuacion los aspectos mas importantes de cada uno de ellos

[52].

Figura 12: Asselah y cols, 2009.
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2.1a. Factores relacionados con el virus

1 Genotipos y cuasiespecies

En la actualidad se acepta la existencia de al menos 6 genotipos divididos, a
su vez, en mas de 84 subtipos. Pueden aparecer en cualquier parte del mundo, pero
existen diferencias en cuanto a la distribucion geografica y también pueden existir
diferencias, dentro de una misma region, segin los diferentes grupos de poblacion
[53].

Durante muchos afios se ha pensado que el genotipo es el factor que mas
influye en la respuesta al tratamiento antiviral, de ahi que, aunque la dosis de IFN
permanece fija, la dosis de RBV y la duracion del tratamiento variaran en funcion
del mismo. Esto es debido a que los pacientes infectados con genotipos 2 y 3
responden mas rapidamente al tratamiento y tienen tasas de RVS dos o tres veces
superiores a la de los infectados por el genotipo 1, que presentan mayor resistencia
al mismo [53]. Asi, en pacientes con genotipo 1 previamente no tratados o naive, el
tratamiento combinado con IFNpeg/RBV consigue una tasa de RVS del 50 al 55%
mientras que en los genotipos 2 y 3 se consiguen tasas de alrededor del 80% con
menor tiempo de tratamiento [54]. Por este motivo, los genotipo 2 y el 3 se tratan
durante 24 semanas y se utilizan 800 mg de RBV y para el genotipo 1 se ha
establecido una duracion de 48 semanas administrando dosis maximas de RBV
segun el peso (si pesa < 75 kg se utilizan 1000 mg/dia y si pesa > 75 kg se usan
1200 mg/dia) [54].

La diferente sensibilidad al IFN seglin el genotipo podria quedar explicada
por dos hallazgos. Se ha sefialado, por un lado, la existencia de la ribonucleasa L,
cuyos sitios de corte son diferentes seglin el genotipo, asi como la existencia de una
region en la proteina E2 del genotipo 1, por otro, con una intensa homologia con

el factor de iniciacion que permite la actividad antiviral de la proteina PKR.
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El VHC es un virus muy heterogéneo, lo cual conlleva a largo plazo, la
aparicion de una poblacion de variantes gendmicas o cuasiespecies, que difieren de
la secuencia original de nucledtidos entre un 1 y un 5% [55]. Esta heterogenicidad
representa una ventaja adaptativa y tiene numerosas implicaciones bioldgicas,
como el establecimiento de una infeccion persistente [11]. Las mutaciones surgen

como consecuencia de varios procesos [55]:

1. Rapidez de replicacion viral: Hace que la ARN-polimerasa viral sea
incapaz de corregir errores introducidos en su genoma apareciendo
mutaciones. Muchas de estas variantes virales pierden su capacidad de
replicacion (catéstrofe de error), sin embargo, el resto transmite la nueva
informacion  genética (particulas infecciosas mejor adaptadas 'y
seleccionadas en base a su capacidad de replicacion) a su descendencia

[56].

2. Inmunidad del paciente: La presion inmunologica del huesped también
puede provocar la aparicion de mutaciones, ya que el virus las utiliza para
sobrevivir a esta presion, evolucionando asi hacia la cronicidad. Esto ocurre

en los primeros estadios de la enfermedad [56].

3. Tratamiento antiviral: La presion del tratamiento antiviral también
induce apariciéon de mutaciones apareciendo cepas virales resistentes al

mismo [57].

H Carga viral

La CV se define como la cuantificacion de los niveles de ARN -VHC. Se ha
convertido en una herramienta muy importante en el manejo de pacientes con HCC

ya que su valor se utiliza como un factor predictivo de respuesta al tratamiento
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antiviral [58]. Una CV alta (> 600000 UIl/mL) implica una peor respuesta al

tratamiento [59].

2.1b. Factores relacionados con la adherencia

La adherencia al tratamiento antiviral es un factor clave en la respuesta al
mismo. El cumplimiento terapéutico es fundamental en estos pacientes, ya que si
no reciben al menos el 80% de la dosis inicial la tasa de RVS desciende de forma
significativa. Obviamente los pacientes que lo siguen correctamente tendran mas
posibilidades de RVS y no siempre es sencillo [60]. Existen algunos factores que

disminuyen la adherencia a los farmacos de forma general, como por ejemplo:

m  Alcohol

El consumo de alcohol influye en la posibilidad de curaciéon [61] ya que
entorpece la adherencia a cualquier tipo de tratamiento y ademads interfiere con la

accion antiviral del IFN como veremos mas adelante [62].

m Efectos secundarios

El tratamiento para la HCC supone efectos secundarios, algunos de ellos
muy frecuentes, como fiebre, astenia, irritabilidad, insomnio, caida del cabello, etc.,
que aparecen al inicio del tratamiento y pueden favorecer su abandono por parte del
paciente o bien la modificacién de su dosis por parte del médico. Otros efectos

secundarios pueden ser incluso mas graves y obligan, en ocasiones, a suspenderlo

[60].
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2.1c. Factores relacionados con la enfermedad

H Duracion

Presentar una duracion mas corta de la enfermedad al inicio del tratamiento

se asocia a mejores tasas de RVS [11].

® Fibrosis

La fibrosis es una variable independiente en la prediccion de respuesta al
tratamiento antiviral, desempefiando un papel importante en cuanto a las
posibilidades de poder alcanzar una buena respuesta. A mayor grado de fibrosis

menor posibilidad de alcanzar una RVS [63].

2.1d. Factores relacionados con el hospedador

m Factores demograficos

- Edad: A mayor edad, mayor riesgo de progresion a fibrosis y
menor respuesta al tratamiento antiviral. Se considera que una edad
< 40 afios se asocia a mayor tasa de curacion. La juventud, ademas,
implica menor tasa de resistencia a la insulina y de obesidad,
factores que también influyen en la respuesta al tratamiento antiviral

[64].

- Sexo: El sexo masculino estd relacionado con mayor riesgo de
progresion a fibrosis y menor respuesta al tratamiento antiviral. Se
considera que ser mujer se asocia a mayor tasa de curacion, asi como
también esta asociado con menores tasas de resistencia a la insulina

y de obesidad [65].
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- Raza: Algunos estudios han comparado poblaciones intentado que
su unico factor diferencial fuese la raza [66]. Asi, se han estudiado
caucasicos y afroamericanos, ambos con genotipo 1, siendo la tasa

de RVS doble en los caucasicos [66, 67].

@ TFactores ambientales

- Consumo de alcohol: Aumenta la gravedad de la evolucion de la
enfermedad por el VHC debido a que las células presentadores de
antigenos (CPA) hepaticas parecen deteriorarse de forma sinérgica
al higado alcohdlico [68]. A mayor ingesta alcohodlica mayor riesgo
de progresion a fibrosis y menor respuesta al tratamiento antiviral
[64, 65].

El consumo de alcohol se ha asociado a sobrecarga férrica al
igual que el sexo masculino. Esta suele ser comin en pacientes con
HCC y podria implicar una mayor fibrosis e inflamacion, aunque su
papel no estd suficientemente claro ya que, ni la realizacion de
flebotomias previas al tratamiento antiviral ni la concentracion de
hierro en el higado, se han relacionado con la posibilidad de
curacion. Sin embargo, aunque las flebotomias no reducen la CV, si

logran una reduccion significativa de las transaminasas séricas [64].

W Factores metabolicos

- Sindrome metabdlico: Desempena un papel fundamental en las
posibilidades de curacion [69]. La infeccion cronica por el VHC se

asocia con un aumento de resistencia a la insulina. Se ha senalado
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también que la obesidad podria hacer que empeorara la respuesta al

tratamiento antiviral en pacientes infectados por el VHC [70].

[ Factores genéticos e inmunolégicos

Se ha planteado en numerosos estudios que los parametros genéticos e
inmunologicos pueden predecir la respuesta al tratamiento antiviral. Esta
posibilidad ha despertado un gran interés, puesto que la tolerancia al tratamiento
combinado es relativamente pobre, siendo frecuentes los efectos adversos sin que,
en ocasiones, todo esto vaya seguido de una respuesta al tratamiento antiviral [11].

A continuacion, y debido a la importancia que supone su compresion para
este trabajo, desarrollaremos la respuesta inmunitaria mas profundamente, si bien
debido a su complejidad, en ocasiones sea necesario simplificar conceptos para

poder exponerla.

2.2. Respuesta inmunitaria

La infecciéon por el VHC y la evolucion de la misma dependen del
equilibrio entre la tasa y la rapidez de replicacion del virus y la especificidad y
eficacia de la respuesta inmunitaria del hospedador [71]. La replicacion viral es tan
rapida que no es reconocida por el sistema inmune por lo que, tras un intervalo
corto, la CV se incrementa y persiste, en algunas ocasiones, dando lugar a una

infeccion croénica [72].

La respuesta inmunitaria se compone de una respuesta inespecifica y otra
especifica. La inmunidad innata (inespecifica, primaria o natural) y adquirida
(especifica, secundaria o adaptativa), no implican mecanismos de defensa
separados si no que estan estrechamente interconectados [73]. La inmunidad innata,

gracias a sus mecanismos efectores rapidos, precede a la inmunidad adquirida. Se
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basa en una respuesta eficaz de células T (celular) que necesita para su desarrollo
de tres a cinco dias. La inmunidad adaptativa se basa principalmente en una

respuesta de anticuerpos (humoral) y necesita mas de una semana [73].

Asi, las células NK, los polimorfonucleares (PMN) y los
MACROFAGOS, que se activan de forma inespecifica (inmunidad innata),
proporcionan tiempo a las CPA para procesar las proteinas virales y presentarlas a
los linfocitos B y linfocitos T. Se sabe que existe un deterioro funcional de la
circulacion de los monocitos/macrofagos durante la infeccion por el VHC que

dificulta su actividad [74].

Los LINFOCITOS B, en determinadas infecciones virales, producen
anticuerpos (inmunidad adquirida) que pueden eliminar el virus de la circulacion y
proteger de una nueva posible infeccion. Los anticuerpos especificos para el VHC
son, por lo comun, detectables entre las siete u ocho semanas después de la
infeccion. La funcion de estos anticuerpos ha sido cuestionada porque no previenen
la reinfeccion y no se correlacionan con resultados favorables respecto a la

resolucion de la misma [75].

Los LINFOCITOS T, tras una infeccion viral, son estimulados para llevar
a cabo su respuesta, donde entra en juego la secrecion de citoquinas [11]. Existen

dos tipos de linfocitos:

1. Linfocitos Th:

Reconocen péptidos virales, mediante receptores especificos situados sobre
su superficie. Estos péptidos derivan de la fagocitosis y proteolisis llevada a cabo
de forma previa y son presentados a través de moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) tipo II [75]. Tras la activacion de los receptores

especificos de los linfocitos T, éstos estimulan la diferenciacion de linfocitos B a
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células plasmaticas o linfocitos B memoria que activan a los linfocitos Tc

especificos contra el virus.

Existen dos tipos principales de linfocitos Th: los Thl y los Th2 [76, 77],

que generan dos tipos de respuestas que se inhiben entre si:

® Los linfocitos Thl estan caracterizados por la produccion de citoquinas
proinflamatorias principalmente, como IL-2, IFN-y, TNF-a, f y y. Estas
citoquinas estan involucradas en la respuesta inmune celular (innata), y
estimulan la fagocitosis y la destruccion de patdogenos microbianos. En
la Figura 13 se puede ver como cuando los linfocitos Thl producen
IFN-y estimulan la produccion de TNF por los macréfagos y formas
toxicas del oxigeno que destruyen los microorganismos dentro de los

fagosomas y lisosomas.

.
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m Los linfocitos Th2 estan caracterizados por la produccion de 1L-4, 1L-5,
IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13 que estan involucradas en la respuesta inmune

humoral (adquirida) o mediada por anticuerpos.

Varios estudios han puesto de manifiesto que el tipo de citoquinas
secretadas por las células T CD4+ especificas desempeiia un papel relevante en la
evolucién de la infeccion aguda por el VHC, de forma que, la secrecion de un tipo
u otro de citoquinas determinard la evolucién hacia la curacion o hacia la
cronicidad. Esto es de crucial importancia para este trabajo ya que es la base en la
que se fundamenta, como veremos mas adelante. Asi, una respuesta caracterizada
por la secreciéon de citoquinas Thl se ha asociado con infeccion aguda
autolimitada, mientras que una secrecion de tipo Th2 se asocia con el curso a la
cronicidad [21, 77, 78]. En la Figura 14 se pone de manifiesto la complejidad de

estos mecanismos.

Figura 14: Zenewicz LA y cols., 2007.
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2. Linfocitos Tc:

Mediante las moléculas HLA de clase I, los linfocitos Tc CD8+ reconocen
los péptidos virales que han sido procesados y sintetizados por las células
infectadas. Este encuentro produce una respuesta especifica consistente en la lisis

de las células infectadas por el virus mediante varios mecanismos [79]:

[E Mecanismos citopaticos: consistentes en la formacion de poros en la
membrana de las células diana mediante la secrecion de perforinas y
serin proteasas (citotoxicidad directa) 6 liberando mediadores

proapoptoticos como TNF-a (citotoxicidad indirecta).

Mecanismos no citopaticos: consistentes en el incremento de las

concentraciones de citoquinas antivirales.

En resumen, la progresion hacia la persistencia viral y los mecanismos de
lesion hepatica son consecuencia de multiples interacciones entre el virus y el
huésped. El presente estudio se centra en las citoquinas como factor inmunolédgico
del hospedador que puede influenciar la respuesta al tratamiento antiviral, puesto
que juegan un papel muy importante en la regulacion de la respuesta inmunitaria.
Asi, una produccién inadecuada de los niveles de estas citoquinas puede contribuir
a la persistencia viral o afectar la respuesta al tratamiento antiviral. Se sabe también
que ciertas mutaciones localizadas dentro de la region codificante y en regiones
reguladoras de los genes que codifican determinadas citoquinas, estdn asociadas
con una mayor o menor produccion de las mismas, influenciando también, de esta

forma, la respuesta al tratamiento [80].
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3. CITOQUINAS

Son un grupo de proteinas de bajo peso molecular, generalmente de menos

de 30 KDa, esenciales para la comunicacion intercelular [81]. Se conocen hasta 100

péptidos genética y estructuralmente diferentes. Estan producidas por varios tipos

celulares, principalmente por las células del sistema inmune [82-84].

Pueden controlar diversas FUNCIONES biologicas criticas, algunas de

ellas mencionadas a continuacion [81]:

m

Activacion de mecanismos de la inmunidad innata: macréfagos y
otros fagocitos, células NK, eosinofilos, inducciéon de la sintesis de
proteinas de fase aguda en el higado.

Intervencion en la respuesta inmunitaria adquirida: activacion y
proliferacion de células B hasta su diferenciacion a células plasmaticas
secretoras de anticuerpos.

Intervencion en la reaccion de inflamacion, tanto aguda como cronica.
Son  estimuladoras del crecimiento de los precursores
hematopoyéticos de la médula 6sea.

Participan en la reparacion tisular y en mecanismos de apoptosis.

Los RECEPTORES de las citoquinas son glicoproteinas de membrana

formadas por varias subunidades y cuya mision es la de transmitir la seial al

interior de la célula. Generan un conjunto de reacciones en cascada donde

intervienen proteinas, como las quinasas de la familia JAK, que reclutan y activan

factores de transcripcion de la familia STAT, transductores de sefal y activadores

de transcripcion [85]. En consecuencia, se produce la induccidon de varios genes,

que son los que median las actividades biologicas de las citoquinas (Figura 15).
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Figura 15
Citoquinas
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JAK JAK
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Representacion esquemdtica de la reaccion en cascada producida tras la union de
una citoquina a su receptor

1) Union de la citoquina al receptor. 2) Dimerizacion del receptor y activacion de las
quinasas JAK, produciéndose la fosforilacion del receptor. 3) Fosforilacion y
dimerizacion de STAT, activacion de la transcripcion de los genes-diana.

Ademas, en el suero se han detectado receptores solubles para las distintas
citoquinas, semejantes a los de membrana. Estos se encuentran en grandes
cantidades y probablemente tienen como mision regular la produccién de las

citoquinas actuando como antagonistas de los receptores de membrana [85].

La citoquinas presentan una seric de CUALIDADES entre las que

mencionamos las més importantes [81]:

al

(= Pleiotropia: multiples efectos al actuar sobre diferentes células.

al

Redundancia: varias citoquinas ejercen un mismo efecto.

[

al

[

Sinergismo: dos o mds citoquinas producen un efecto que se potencia
mutuamente.

[®  Antagonismo: inhibicion o bloqueo mutuo de sus efectos.

Estas cualidades hacen que sean muy dificiles de clasificar como veremos

mas adelante.

59



Introduccion

Segun su lugar d¢ ACTUACION se definen tres grupos, mostrando cierta

analogia con las hormonas [81]:

ml

m Autocrina: actuando de forma local sobre la misma célula que las

produce.

(el

Paracrina: actuando sobre las células vecinas.

(il

Endocrina: en rara ocasion suelen actuar sobre células y tejidos
distantes de su producciéon, como ocurre principalmente con las

hormonas.

Es dificil establecer una CLASIFICACION unica con grupos donde incluir
a las citoquinas debido a su alto grado de pleiotropismo y redundancia, lo que hace
que algunas de ellas puedan englobarse en mas de un grupo. Por este motivo,
existen muchas clasificaciones y algunas difieren entre si. No obstante, aqui

mostramos una clasificacion general, donde se describen englobadas dentro de tres

grupos (Figura 16).
Figura 16
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La comprension de la funcién de las citoquinas de forma individualizada es
también complicada debido a que su papel puede variar dependiendo de la célula
en la que son sintetizadas, el lugar en el que van a desarrollar su funcién y las fases
de la respuesta inmunitaria. De hecho, numerosas citoquinas poseen potencial tanto
proinflamatorio como antiinflamatorio ejerciendo una u otra funcion segun el
entorno en el que se encuentren [86].

En la mayoria de los tejidos, incluyendo el higado, la produccion de
citoquinas estd ausente o es mds bien baja. Sin embargo, los estimulos fisioldgicos
y patologicos autocrinos, paracrinos y endocrinos activan su produccion en las
células, y a su vez, coordinan la respuesta del tejido al estimulo [82, 83].

Cada vez hay mas evidencias que apoyan el importante papel de algunas
citoquinas en diversas enfermedades inflamatorias del tejido hepatico y en su
reparacion [81]. Estas coordinan los procesos fisiolégicos y patologicos que
ocurren en el higado durante la infeccion viral, comportandose como mediadoras
de la inflamacion hepatica, la muerte celular del higado, la colestasis y la fibrosis
[87-90], pero paraddjicamente, también participan en el control de la infeccion y la

regeneracion del higado después de la lesion [91-94].

Algunas de las citoquinas que se han relacionado con el VHC, en estudios
que muestran gran controversia respecto a sus resultados, son IL-10, IL-6, TNF-a,

IFN-y y TGF-B, y han sido, por ello, objeto de estudio en este trabajo.
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3.1. Interleuquina 10 (I1L-10)

La IL-10 (Figura 17) es una citoquina antiinflamatoria e
inmunosupresora, que participa, principalmente, en la respuesta inmunitaria

humoral o Th2. Es ademads una citoquina antifibrogénica [95].

Figura 17

IL-10: 17-21KDa

Tras la infeccion viral, la IL-10 puede ser secretada por varias poblaciones
celulares incluyendo principalmente células T, monocitos y macréfagos, células
dendriticas, células B y queratinocitos, y actuando sobre las CPA y las células T
naive, pueden alterar la actividad de las primeras y la activacion y diferenciacion de
las segundas [95]. Asi, podria influir sobre las propiedades y la diferenciacion del
desarrollo de células T efectoras (atenuando su funcién) y memoria (alterando su
formacion). Por otro lado, la IL-10 potencia la proliferacion del mastocito inducida
por la IL-3. También puede modular su propia expresion por un mecanismo de

retroalimentacion [96].

En general, es considerada como supresora de la respuesta inmunitaria
porque inhibe la secrecion de citoquinas proinflamatorias antivirales [97]. Suprime
la inflamacién por diversos mecanismos, incluyendo la reduccion de la expresion

de HLA de clase II y la disminucién de la secrecion de IL-2, IL-1a, IL-18, TNF-o
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e IL-8 [95]. Es por tanto, una citoquina que “regula a la baja” (down-regulation)
mecanismos Th1 [98]. Estos hallazgos sugieren el importante papel de la IL-10 en
la direccion de la respuesta inmunitaria antiviral, ya que su disminucion temprana
puede favorecer el cambio de una respuesta Th2 a una respuesta Thl que ha
demostrado estar asociada con evolucion clinica mas favorable y, a largo plazo, con
la respuesta al tratamiento antiviral [99, 100]. Asi, los niveles séricos de la IL-10
parecen incrementarse de forma significativa en pacientes con HCC. Esto sugiere la
participacion de citoquinas Th2 en la patogenia de la HCC y la gravedad de la
enfermedad hepatica [78, 100-102].

Los factores genéticos influyen considerablemente en la produccion de
citoquinas y un numero importante de POLIMORFISMOS parece controlar el
nivel de secrecion de la IL-10 [103, 104]. De ahi, que muchos grupos de
investigacion han buscado una asociacion entre polimorfismos génicos de la IL-10
y sensibilidad a la infeccion cronica por el VHC, algunos de ellos con resultados
contradictorios [10]. La IL-10 presenta tres polimorfismos bialélicos confirmados

en la region promotora génica: -1082G/A, -819C/T, y -592C/A [105].

W Polimorfismo IL-10 -1082G/A

Varios estudios han investigado la asociacion del polimorfismo IL-10 -
1082G/A con la sensibilidad a la infeccion cronica por el VHC [106-109]. Algunos
trabajos sugieren que el genotipo -1082GG podria estar asociado con sensibilidad a
la infeccidn cronica por el VHC [106, 110, 111], ya que se asocia con produccion
mas alta de IL-10, incluso cantidades dobles cuando se compara con los genotipos
AA o GA en la misma posicion [10, 105, 112, 113] mientras que otros no
mostraron diferencias estadisticamente significativas entre pacientes y controles
[78, 107-109, 114]. Por el contrario, también se ha sefialado, que el genotipo -

1082GG podria estar asociado con la recuperacion espontanea de la infeccion [22].

63



Introduccion

Otro genotipo, el -1082AA, se ha asociado con un mayor riesgo de infeccion

persistente.

[ Polimorfismos IL-10 -819C/T y -592C/A

Un metandlisis reciente ha evaluado la asociacion entre los polimorfismos
IL-10 -819C/T e IL-10 -592C/A con la sensibilidad a infeccion cronica por el
VHC, no encontrando ninguna diferencia significativa entre casos y controles [10]
ya que parecen no tener ninguna influencia independiente sobre la produccion de

IL-10 [105, 112].

3.2 Interleuquina 6 (IL-6)

La IL-6 (Figura 18) es una citoquina proinflamatoria que se ha
relacionado principalmente con la respuesta humoral o Th2, con implicacién en
gran variedad de funciones celulares. También puede presentar actividad

antiinflamatoria [115].

Figura 18

1IL-6: 23-30 KDa
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La IL-6 puede ser secretada por varias poblaciones de células incluyendo
monocitos, células T y fibroblastos. Induce la diferenciacion de eosindfilos y la
produccion de IgA. Hay que destacar, el papel que juega en el higado de forma
directa [115] pues también, al igual que la IL-10, se ha relacionado con la respuesta
a la infeccion por el VHC a través de su produccion y de sus polimorfismos [52].
Sin embargo, el efecto que sus polimorfismos pueden tener en la respuesta al

tratamiento antiviral ha sido escasamente investigado.

La IL-6 estimula el eje hipotadlamo-pituitaria-adrenal, activacién que se
asocia con obesidad central, hipertension y resistencia a la insulina. De esta forma,
se ha relacionado con la patogénesis de la enfermedad coronaria a través de una
combinacion de mecanismos autocrinos, paracrinos y endocrinos, sin olvidar que
estos factores, que forman parte del sindrome metabolico, pueden influenciar

también la respuesta al tratamiento antiviral [69] (Figura 19).

Figura 19: Yudkin JS y cols., 2000.
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HPA: hypothalamic—pituitary—adrenal axis;, CRP: C-reactive protein;
CHD: coronary heart disease.

Papel y regulacion de la IL-6
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Los niveles en suero de la IL-6 parecen estar muy altos en pacientes que
presentan HCC frente a controles sanos [116]. La IL-6 se ha asociado de forma
significativa con la CH [117] y sus concentraciones séricas estan elevadas en
pacientes con CHC. Sus niveles estdn asociados a disfuncion hepatica y, en
consecuencia, se podria utilizar como marcador de progresion de la enfermedad
hepatica en pacientes infectados con el VHC [117].

Existe un estudio que valora los niveles de la IL-6 en pacientes con el VHC
infectados con crioglobulinemia mixta y afirma que son mas altos que en pacientes
sin crioglobulinemia asociada, ademas, estos niveles tendian a ser mas altos todavia

en presencia de vasculitis activa [118].

La IL-6 presenta una serie de POLIMORFISMOS bialélicos confirmados
en la region promotora génica de entre los que destacamos los siguientes: -174G/C,

-572G/C y +2954G/C.

E Polimorfismo IL-6 -174G/C

De la IL-6 se ha destacado el polimorfismo génico -174G/C que se ha
asociado con el aclaramiento del VHC [119, 120] y con RVS después de la terapia
antiviral [120].

m Polimorfismos IL-6 -572G/C y +2954G/C

Se conocen otros polimorfismos de la IL-6, -572G/C y +2954G/C, que
modulan la progresion a fibrosis en pacientes con bioquimica hepatica normal con
infeccion cronica por el VHC. El grado de progresion se asocido de forma
independiente con llevar el alelo G en el polimorfismo -174G/C al igual que con
llevar el alelo C en el polimorfismo -572G/C [52]. Se ha destacado el papel
protector, en enfermedad hepatica crénica, de la via IL-6/gp130 durante la

progresion de la fibrosis [121].
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3.3. Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)

El TNF-a (Figura 20) es una citoquina proinflamatoria y mediadora de la
respuesta inmunitaria innata, implicada principalmente en respuestas celulares o
Thl. Ejerce su efecto sobre células tumorales e inflamatorias. Presenta

caracteristicas de citoquina fibrogénica.

Figura 20

TNF-a: 17 KDa

Esta citoquina es secretada principalmente por macréfagos, fibroblastos,
células endoteliales y neutrofilos. Se sabe que el TNF-a secretado por los linfocitos
Th de forma conjunta a IFN-y e IL-10, aumentaria la capacidad citotoxica de los

linfocitos Tec.

En la HCC se ha demostrado un incremento de la expresion del receptor
TNF-R1, que se une preferentemente a TNF soluble, y a la vez una sintesis mayor
de TNF-a por células mononucleares de sangre periférica [122]. Sin embargo, la
expresion de TNF-a durante la terapia antiviral en pacientes con HCC es

controvertida. La gran mayoria de los estudios se centran en medir el TNF-a en el
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suero de pacientes que reciben monoterapia con IFN-a y solo unos pocos lo hacen

en pacientes con terapia combinada (IFNpeg-o/RBV) [123].

Se sabe que la hepatitis alcohdlica es una enfermedad asociada a niveles
elevados de TNF-g ya que es un importante mediador de los trastornos
circulatorios que tienen lugar en esta patologia [124] siendo éste otra posible diana
terapeutica. Es, ademds, un marcador util para predecir la gravedad de la
recurrencia tras el trasplante hepatico [125].

Existe un estudio que valora los niveles de TNF-qo en pacientes VHC
infectados con crioglobulinemia mixta, ya mencionado para la IL-6, que afirma que
son mas altos que en pacientes sin crioglobulinemia asociada, ademas, estos niveles

tienden a ser mayores todavia en presencia de vasculitis activa [126].

Destacamos un POLIMORFISMOS bialélico en el promotor del gen del
TNF-a en relacion con la infeccion por el VHC: -308A/G.

m Polimorfismo TNF-a -308A/G

El polimorfismo -308 AA induce aumento de la produccion de TNF-a. La
posicion 308 parece estar asociada a fibrosis [127] aunque otros estudios afirman

que no juega un papel directo [128].

3.4. Interferon gamma (IFN-Y)

El IFN-y (Figura 2I) es una citoquina proinflamatoria ¢

inmunorreguladora, implicada principalmente en respuestas celulares o Thl.

Posee efectos antivirales. Pertenece a los interferones tipo II.
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Figura 21

IFN-y 20-25 KDa

Esta citoquina es secretada principalmente por linfocitos Th, Tc, NK y
células dendriticas. Es una citoquina quimiotactica para monocitos y aumenta en
ellos la expresion de HLA clase 1. Su funciéon mas importante es la activacion de

los macrofagos, tanto en las respuestas inmunitarias innatas como en las adquiridas.

Son pocos los estudios que hacen referencia a esta citoquina. Un defecto en
la produccion de IFN-y puede contribuir a la persistencia de la infeccion por el
VHC [129]. La produccion de IFN-y disminuye en pacientes con infeccion por el
VHC, siendo ésta menor en los pacientes con HCC con viremia, comparandola con
sujetos que fueron capaces de eliminar el virus [102, 129]. El tratamiento con IFN-
o disminuye la inflamacion y la fibrosis hepatica, ain cuando el paciente no
responde al mismo. Por tanto, se puede pensar que de alguna forma el tratamiento

de la HCC puede estar regulando la respuesta inmunitaria mediada por IFN-y.

De esta citoquina destacamos dos POLIMORFISMOS bialélicos en la
region promotora génica: -847G/C, -746G/C [130, 131].
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m Polimorfismos -847G/C Y -746G/C

El polimorfismo génico -847G/C se ha asociado con CH y CHC [130] y el -
764G/C, con la eliminacion del virus en pacientes infectados por el VHC con

tratamiento antiviral y puede ser utilizado como marcador para predecir RVS [131].

3.5. Factor de crecimiento transformante B (TGF-B)

El TGF-B (Figura 22) es una citoquina antiinflamatoria e
inmunosupresora, que participa principalmente en respuestas inmunitarias

celulares o Thl.

Figura 22

TGF-p: 25 KDa

Esta citoquina es secretada principalmente por monocitos, fibroblastos y
células endoteliales. Induce la proliferacion de monocitos y la diferenciacion
celular. Es una citoquina fibrogénica. Aumenta la produccion de proteinas de la
matriz extracelular y sus receptores, e inhibe la sintesis de enzimas de degradacion
proteolitica. Parece que estd mas implicada en la fibrogénesis hepética relacionada

con el virus de la hepatitis B (VHB) que en la del VHC, donde predominaria la
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intervencion de la IL-13. No obstante, los mecanismos subyacentes fibrogénicos

siguen siendo poco conocidos [132].

Esta citoquina, que también se ha relacionado con el VHC como hemos
visto, ha sido escasamente estudiada. Se considera que puede ser util como
marcador pronostico de respuesta al tratamiento antiviral. En hepatocitos tumorales
de raton, se ha comprobado que el TGF-f puede servir como marcador del estadio
de supresion o inhibicion del crecimiento y de invasion. En este sentido, se ha
afirmado que podria ser importante ayudando a la clasificacion tumoral y a las

predicciones pronosticas para los pacientes con CHC [133].

Destacamos dos POLIMORFISMOS confirmados en la region
promotora génica: TGF-p codén 10 T/C y codon 25 C/G [134].

m Polimorfismos TGF-p1 codon 10 y codén 25

Se considera que estos polimorfismos podrian ser factores genéticos

asociados con la susceptibilidad del huesped a la infeccion por el VHC [134].

Respecto a los fenotipos y haplotipos de estas citoquinas no existen datos

concluyentes en la literatura siendo escasos los estudios dedicados al respecto.
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4. 1L-28B

En los ultimos afios, gran parte de las investigaciones relativas al estudio de
la respuesta al tratamiento de la infeccion por el VHC, ha recaido sobre la 1L-28
[135]. Un polimorfismo de nucledtido unico (SNP, Single Nucleotide
Polymorphism), o cambio de nucledtico simple (rs12979860 donde se cambia
citosina por timina, C>T) en el cromosoma 19q13 de esta citoquina, se ha asociado
fuertemente con la RVS al tratamiento con IFNpeg/RBV [136, 137]. Esta variante
genomica esta cerca del locus que codifica para los IFN-A o interferones tipo III
[138-140]. Se ha demostrado que el genotipo rs12979860 es un factor predictivo
independiente de respuesta al tratamiento con IFN-Peg/RBV en pacientes con HCC

[141].

De forma global, los estudios al respecto sefialan a este polimorfismo como

el factor predictivo de respuesta mas importante del tratamiento antiviral [135].
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Justificacion e hipotesis

JUSTIFICACION E HIPOTESIS

JUSTIFICACION

La posibilidad de que pardmetros genéticos e inmunoldgicos puedan influir
en la respuesta al tratamiento antiviral en pacientes con HCC supone un importante
hallazgo. Aunque son muchos los estudios que relacionan el papel de ciertas
citoquinas y sus polimorfismos con el control y aclaramiento del VHC durante la
infeccion aguda, presentan conclusiones contradictorias y son escasos los trabajos y
muy controvertidos, que las relacionan con la respuesta al tratamiento antiviral, de
ahi lo novedoso de este trabajo. Todo esto nos permitiria contribuir a conocer mejor
el efecto de los farmacos antivirales en pacientes infectados y lo que condiciona la
respuesta a los mismos en busca de nuevas estrategias terapeuticas mas eficaces

que las actuales.

HIPOTESIS

Tanto una produccion inadecuada de ciertas citoquinas como una asociacion
positiva o negativa de sus niveles con determinados polimorfismos de la IL-28B, y
con la RVS, pueden afectar a la respuesta al tratamiento antiviral en pacientes con

HCC genotipo 1 que no han sido tratados previamente.
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Objetivos

OBJETIVOS

= OBJETIVO PRINCIPAL

e Analizar la relacion entre la produccion de las citoquinas IL-10, IL-6, TNF-a,
IFN-y y TGF-B y el tratamiento antiviral, valorando su produccion antes de
comenzar el tratamiento (basal), a los 3 meses (semana-12) y seis meses

después de finalizar el mismo (semana-72).

5 OBJETIVOS SECUNDARIOS

e Estudiar si los factores predictivos de respuesta al tratamiento antiviral ya

conocidos, tanto viroldégicos como del hospedador, se relacionan con la RVS.

e Estudiar la concentracion de las citoquinas IL-10, IL-6, TNF-a, IFN-y y TGF-
B en los distintos genotipos de la IL-28B y en funcién de la RVS.

e Analizar si determinados polimorfismos en los genes que codifican dichas
citoquinas pueden estar asociados a una mayor o menor produccion de las

mismas, y relacionarlo con la respuesta al tratamiento antiviral.
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MATERIALES Y METODOS

1. DISENO

Estudio de cohorte retrospectivo.

2. SUJETOS Y AMBITO DE ESTUDIO

Se han incluido 138 pacientes de raza blanca, espafoles, con HCC genotipo
1, tratados con IFNpeg/RBV por primera vez y diagnosticados en el Hospital
Universitario San Cecilio (H.U.S.C) de Granada entre 2001 y 2004.

3. CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

m Criterios de inclusion: de una cohorte de 160 pacientes infectados por
el VHC, naive, y tratados con IFNpeg/RBV entre 2001 y 2004, se han
incluido aquellos con genotipo 1 de los que se disponia de muestra de

sangre basal, de la semana-12 y de la semana-72.

m Criterios de exclusion: evidencias de VHB, VIH, alcoholismo,

autoinmunidad o dafio hepatico inducido por drogas.

4. TRATAMIENTO Y RESPUESTA A LA TERAPIA

® Tratamiento: 180 pg de [FNpeg-a 2a inyectado por via subcutanea una
vez por semana y RBV entre 1000/1200 mg/dia segun peso (< 75 kg,
1.000 mg y > 75 kg, 1.200 mg). La duracion del tratamiento fue de 48

semanas. El paciente mantuvo controles periédicos hasta la semana-72.

83



Materiales y métodos

W Criterios de respuesta y de monitorizacion utilizados en este

estudio:

o Semana-12
= RVPec: ARN-VHC negativo.
= RVPp: descenso del ARN-VHC mayor de 2 log Ul/mL
respecto al basal.
= R-Nulos: descenso del ARN-VHC menor de 2 log UI/mL

respecto al basal.

o Semana-72
= RVS: ARN-VHC indetectable a las 24 semanas después
de finalizar el tratamiento.
= no-RVS:

e Recidiva: ARN-VHC detectable tras suspender el
tratamiento habiendo sido indetectable durante el
mismo.

e« NR: ARN-VHC positivo durante todo el

tratamiento.

En la semana-12 a aquellos pacientes con RVP (RVPc y RVPp) se les
continud el tratamiento hasta la semana 48 y a los que fueron R-Nulos se les
suspendid. En nuestra cohorte de pacientes con RVPp (n=14) ninguno negativizo el
ARN-VHC en ningin momento del seguimiento. Por este motivo, en la semana-72
tanto a los pacientes R-Nulos como a los RVPp se les consideré6 como NR y los

pacientes recidivantes y NR se agruparon como no-RVS.
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5. VARIABLES DEL ESTUDIO

m Variables dependientes
RVPc/RVPp/R-Nulos
RVS/no-RVS
RVS/recidiva/NR

[ Variables independientes
-Citoquinas: IL-10, IL-6, TNF-a, IFN-y, TGF-B (variables
cuantitativas) y sus polimorfismos (variables cualitatiavas).
- CV: <600000 UI/mL vs > 600000 UI/mL.
- Edad: <40 afios vs > 40 afios.
- Sexo: mujer vs hombre.
- ALT: variable cuantitativa (media % error estandar).
- AST: variable cuantitativa (media * error estandar).

- GGT: variable cuantitativa (media % error estandar).

6. RECOGIDA Y ANALISIS DE DATOS

La recogida de los datos clinicos y epidemioldgicos de los pacientes se
realizo en la consulta de Hepatitis del H.U.S.C de Granada, gracias a los protocolos
previamente rellenados, siguiendo la préctica clinica habitual para pacientes con
HCC genotipo 1 que se tratan con IFNpeg/RBV. A medida que se fueron
obteniendo datos, se incluyeron en una base de datos realizada expresamente para
este trabajo, que se utilizd para el estudio estadistico final. Los datos que se

incluyeron fueron:

m Demograficos: sexo y edad.

® Bioquimicos: ALT, AST y GGT.
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m Virolégicos: CV.
' Produccion de IL-10, IL-6, TNF-a, IFN-y, TGF-p y determinacion de
los polimorfismos de los genes que las codifican, asi como de la IL-

28B.

Disponiamos de muestras de suero y sangre total de los pacientes
congeladas a -80° C. Para el presente trabajo se utilizaron las muestras basales para
el estudio de los polimorfismos de las citoquinas mencionadas, y las de la semana-
12 y la semana-72 para el estudio inmunolédgico (determinacion de las citoquinas
mencionadas). En caso de no disponer de CV en alguna de las muestras, esta se

realizo.

7. ANALISIS ESTADISTICO

Todo se realizd6 mediante el paquete estadistico SPSS (version 15.01). El

criterio para determinar la significacion estadistica fue P<0.05.
® Analisis descriptivo
-Variables cualitativas: frecuencia absoluta y relativa (%).

-Variables cuantitativas: media * error estandar. Las
variables IL-10, IL-6, TNF-o, IFN-y, TGF-B, que no
presentaban una distribucién normal, se transformaron

mediante la aplicacion de logaritmos.
¢ Analisis bivariante
-Variables cualitativas: test de la y*.

-Variables cuantitativas: Test de la ¢ de Student o ANOVA.
En el caso de 2 6 3 medidas repetidas de las variables IL-10,

IL-6, TNF-o, IFN-y y TGF-B (basal/semana-12/semana-72)
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se aplico el test de la ¢ de Student de medidas repetidas o
ANOVA para medidas repetidas. En el caso de medidas
repetidas comparando 2 grupos (RVS vs no-RVS) se aplico
ANOVA de medidas repetidas de un factor.

o Analisis multivariante

Se aplicé regresion logistica multivariante con la

determinacion de la OR ajustada (aOR) y sus IC (95%)).

8. METODOS

Tanto la CV como el genotipo fueron realizados en el laboratorio de
Microbiologia del H.U.S.C. de Granada. Asi mismo, la bioquimica se realiz6 en el
laboratorio de Bioquimica y el hemograma en el laboratorio de Hematologia del

mismo hospital.

La toma de muestras de tejido hepatico se realiz6 mediante puncion-
aspiracion con control ecografico, a través del octavo o noveno espacio intercostal
derecho a nivel de la linea axilar media. El estudio histologico se realizd conforme
a la clasificacion de Scheuer con modificaciones leves segiin Caballero y cols.,

2001 [142].

m Grado de fibrosis: FO ausente, F1 fibrosis portal, F2 fibrosis periportal

+ algunos puentes, ¥3 fibrosis periportal + puentes 'y F4 cirrosis.

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

en la siguiente tabla (Tabla 1):
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Tabla 1: Actividad necroinflamatoria en tejido hepdtico

(A) Porta-periportal (B) Lobulillar
0 Ausente 0 Ausente
1 Inflamacion portal 1| Focos inflamatorios
2 | Inflamacion periportal 2 Focos

leve necroinflamatorios
3 | Inflamacion periportal 3 Focos necrosis

moderada
4 | Inflamacion periportal 4 | Necrosis en puentes
severa

El indice de actividad se determina sumando la puntuacion de (A) + (B)

La determinacion de la concentracion en suero de las citoquinas fue
realizada de forma simultanea para la IL-10, IL-6, IFN-y y TNF-a mediante la
tecnologia MILLIPLEX xMAP (High Sensitivity Human Cytokine Panel,
Millipore) siguiendo las indicaciones especificadas en su protocolo. La sensibilidad
del kit utilizado para cada una de ellas fue <0.15 pg/mL, <0.10 pg/mL, <0.29
pg/mL y 0.05 pg/mL, respectivamente. El sistema de deteccion fue Streptavidin-
HRP/TMB. El volumen de muestra utilizado en cada caso fue de 50 pL de suero.

La determinacion del TGF-f se realizé en 100 pl de suero mediante kits de
ELISA (Euroclone) de 96 pocillos. La sensibilidad del kit utilizado fue de <5
pg/mL, y el sistema de deteccion utilizado fue Streptavidin-HRP/TMB.

El genotipado de las citoquinas se realizo6 mediante el método de PCR-
SSP con primers especificos de determinadas secuencias. Para ello se realiz6 la
extraccion del ADN gendmico de sangre total mediante el kit “High pure PCR
template preparation kit” (version diciembre 2008). En este tipo de técnicas por

PCR los primers son disefiados para obtener una amplificacion de un determinado
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alelo o grupo de alelos. Este método se basa en el principio de que un primer
totalmente coincidente con la secuencia a amplificar serd mas eficiente en la PCR
que un primer con una o pocas coincidencias. Asi, la asignacion de los alelos se
bas6 en la presencia o ausencia de producto amplificado detectado en una
electroforesis en gel de agarosa. La deteccion de los polimorfismos de las
citoquinas ya mencionadas, junto con un control interno de amplificacion (gen
beta-globina humana) se llevd a cabo mediante el kit comercial CYTOKINE
GENOTYPING TRAY (One Lambda, VH Bio Limited, UK, www.onelambda.com),
el cual incorpora todos los reactivos necesarios para la amplificacion, incluyendo
los primers especificos para cada alelo, exceptuando la encima Taq polimerasa. Las
muestras se sometieron a una amplificacion mediante PCR en un termociclador
Perkin-Elmer 9600. Las condiciones de amplificacion fueron: 1 ciclo durante 130
segundos (seg) a 96° C seguido de 60 seg a 63° C; 9 ciclos de 25 seg a 96° C
seguido de 70 seg a 63° C; 20 ciclos de 25 seg a 96° C seguido de 60 seg a 59° Cy
40 seg a 72° C (Tabla 2).

Tabla 2: Condiciones de amplificacion

Temperatura Tiempo
N° CICLOS Pasos

(o) (seg)

1 1 96 130

2 63 60

9 1 96 25

2 63 70

20 1 96 25
2 59 60

3 72 40

Final 1 4 -—-

One Lambda PCR Program (OLI-1)
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Los productos amplificados se separaron mediante electroforesis en gel de
agarosa y se visualizaron con bromuro de etidio al exponerlo a luz UVA y captar la
imagen mediante un ChemiDoc XRS System. La interpretacion de los resultados se
baso en la presencia del control interno junto con la presencia o ausencia de los
fragmentos especificos amplificados mediante el programa Quantity one 4.6.8

(Basic).

Para el genotipado de la IL-28B (SNP-rs12979860) se determino el SNP-
r$s12979860 por medio de un ensayo de discriminacion alélica utilizando sondas
Tagman (Custom Assay Service, Ref. AHI050J). Los oligonucledtidos cebadores
utilizados fueron: Oligo sentido 5° GCCTGTCGTGTACTGAACCA-3’ y el
antisentido 5> GCGCGGAGTGCAATTCAAC-3’. Las secuencias de las sondas

Tagman fueron:

m para la deteccion del polimorfismo C: sonda marcada con el
fluorocromo VIC 5’-TGGTTCGCGCCTTC-3".
m para la  deteccion del  polimorfismo T: sonda 5’

CTGGTTCACGCCTTC-3’ etiquetada con el fluorocromo FAM.

Las reacciones de amplificacion por PCR fueron realizadas de acuerdo con
las instrucciones del fabricante en un equipo Applied Biosystems 7500 Fast Real-
Time PCR System, con un volumen final de 4pl, siguiendo el siguiente protocolo
térmico: preincubacion a 50° C durante 2 minutos (min), incubacion a 95° C
durante 10 min seguidos de 40 ciclos formados por dos etapas, la primera de
desnaturalizacion a 95° C durante 15 seg y la segunda de hibridacion-elongacion a
60° C, 1 min. La intensidad de fluorescencia se analizd a tiempo final
(transcurridos los 40 ciclos), y la determinacion de los polimorfismos se realizo
automaticamente mediante la utilizacién del software de discriminacion alélica

SDS 2.2.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).
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Resultados

RESULTADOS

1. Caracteristicas basales de los pacientes del estudio y

su relacion con la respuesta al tratamiento antiviral
(factores predictivos de RVS)

En el total de pacientes (n=138), el 44% eran < de 40 afios y el 42% eran
mujeres. Respecto al estadio de fibrosis el 80% se encontraban en un nivel
comprendido entre FO a F2 y el 54% presentaba una actividad necroinflamatoria de
grado comprendido entre I1 a [4. El 28% presentaba una CV < a 600000 Ul/mL y
el 28% tenian el genotipo CC de la IL-28B (7abla 1). Las transaminasas (ALT,

AST y GGT) fueron analizadas como variables continuas.

En lo referente a la respuesta al tratamiento antiviral, 77 pacientes (56%)
alcanzaron una RVS y 61 (44%) presentaron no-RVS. En nuestro estudio, tanto la
edad < de 40 aiios (P=0.016), los niveles basales bajos de GGT (P=0.011), la CV
< a 600000 UI/mL (P=0.046) y el genotipo CC de la IL-28B (P=0.011) se
asociaron de forma estadisticamente significativa con la RVS (Tabla 1). Para el

resto de pardmetros no se observo significacion estadistica.
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TABLA 1: Caracteristicas basales de los 138 pacientes en funcion de la
respuesta al tratamiento antiviral (RVS vs no-RVS)

RVS no-RVS

n=77 n=61
56% 44%
Edad (afios)”
<40 61 (44) 41 (67) 20 (33) 0.016
>40 77 (56) 35 (46) 42(54)
Sexo”
Mujer 58 (42) 30 (52) 28 (48) ns
Hombre 80 (58) 47 (59) 33 (41
Estadio de fibrosis (n=103)"
FO-F2 82 (80) 46 (56) 36 (44) ns
F3-F4 21 (20) 12 (57) 9 (43)
Grado de actividad necroinflamatoria (n=103)"
11-14 56 (54) 31(55) 25 (45) ns
15-18 47 (45) 26 (55) 21 (45)
Transaminasas (U/L)"
ALT 104+8 102+8 106+15 ns
AST 67+6 6245 T4+11 ns
GGT 64+6 50+4 81+13 0.011
CV (IU/mL)*
<600000 39 (28) 27 (69) 12 (31) 0.046
>600000 99 (72) 50 (51) 49 (50)
IL-28B*
CC 39 (28) 29 (74) 10 (26) 0.011
no-CC 99 (72) 48 (49) 51 (51)

“Valores absolutos con porcentajes entre paréntesis o "media + error estindar de la
media. RVS, respuesta virologica sostenida;, ALT, alanina aminotransferasa; AST,
aspartato aminotransferasa; GGT, gamma glutamil transpeptidasa; CV, carga
viral; P, significacion estadistica; ns, no significativo.

Analisis bivariante: El valor de P se obtuvo mediante el test de y2 para las
variables cualitativas y el la t de Student para las cuantitativas.

Cuando dividimos al grupo con no-RVS en recidiva y NR, observamos que:
de los 138 pacientes, 77 (56%) alcanzaron una RVS, 28 fueron recidivantes (20%)
y 33 fueron NR (24%). Los factores que se asociaron de forma estadisticamente

significativa a la RVS fueron la edad < 40 afios (P=0.03), los niveles basales
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bajos de GGT (P=0.001), y el genotipo CC IL-28B (P=0.015) (Tabla 2). Para el

resto de pardmetros no se obtuvieron resultados significativos.

TABLA 2: Caracteristicas basales de los 138 pacientes en funcion de la
respuesta al tratamiento antiviral dividida en RVS, recidiva y
NR

RVS Recidiva NR

n=77 n=28 n=33

56% 20% 24%
Edad (afios)”
<40 61 (44) 41 (67) 7 (12) 13 (22) 0.03
>40 77 (56) 36 (47) 21 (27) 20 (26)
Sexo*
Mujer 58 (42) 30(52) 12 (21) 16 (28) ns
Hombre 80 (58) 47 (59) 16 (20) 17 (21)
Estadio de fibrosis (n=103)"
FO-F2 82 (80) 46 (56) 17 (21) 19 (23)
F3-F4 21 (20)  12(57) 1(5) 8 (38) ns
Grado de actividad necroinflamatoria (n=103)"
I1-14 56 (54) 31 (55) 10 (18) 15 (27) ns
15-18 47 (46) 26 (55) 9(19) 12 (26)
Transaminasas (U/L)"
ALT 10448 10248 82+11 127425 ns
AST 67+6 61£5 55+7 90+20 ns
GGT 64+6 50+6 56+16 103+18 0.001
CV (UI/mL)*
<600000 39 (28) 27 (69) 5(13) 7 (18) ns
>600000 99 (72) 50 (51) 23 (23) 26 (26)
IL-28B*
CC 39 (28) 29 (74) 7 (18) 3(8) 0.015
no-CC 99 (72) 48 (49) 21 (21) 30 (30)

“Valores absolutos con porcentajes entre paréntesis o "media + error estandar de la
media. RVS, respuesta virologica sostenida; NR, no respuesta;, ALT, alanina
aminotransferasa;, AST, aspartato aminotransferasa; GGT, gamma glutamil
transpeptidasa; CV: carga viral; P, significacion estadistica; ns, no significativo.
Analisis bivariante: El valor de P se obtuvo mediante el test de y2 para las
variables cualitativas y ANOVA para las cuantitativas.
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2. Caracteristicas de las citoquinas en muestras basales,

semana-12 y semana-72 y su relacion con los distintos
tipos de respuesta al tratamiento antiviral

Semana-12

Cuando analizamos la respuesta virologica en la semana-12 encontramos
que de los 138 pacientes 105 (76%) alcanzaron RVPc, 14 (10%) tuvieron RVPp y
19 (14%) fueron R-Nulos (datos mostrados en las graficas del apartado 4). Ninguna

de las citoquinas estudiadas se asocié con la RVP (datos no significativos).

Basal y semana-72

La concentracion de IL-10, IL-6 y TNF-q, se asoci6 de forma

estadisticamente significativa con la respuesta al tratamiento antiviral en diferentes

momentos del estudio (Tabla 3).

e IL-10: El Log IL-10 medido en la semana-72 fue menor en pacientes que

alcanzaron una RVS que en pacientes con no-RVS (P=0.03).

e IL-6: El Log IL-6 basal fue menor en pacientes que alcanzaron una RVS

que en pacientes con no-RVS (P=0.04).

¢ TNF-a: El Log TNF-a fue menor en pacientes que alcanzaron una RVS que
en pacientes con no-RVS tanto en la muestra basal (P=0.05) como en la muestra

postratamiento (P=0.004).

Para el IFN-y y el TGF-f no se observaron resultados estadisticamente

significativos.

96



Resultados

TABLA 3: Caracteristicas de las citoquinas en muestras basales, semana-12
y semana-72, en funcion de la respuesta al tratamiento
antiviral (RVS vs no-RVS)

RVS no-RVS

n=77 n=61
56% 44%

Log IL-10 (pg/mL)

Basal 2.840.1 2.9+0.2 2.7+£0.2 ns
Semana-12 3.1+0.1 3.1+0.1 3.2+0.1 ns
Semana-72 2.340.1 2.1+0.2 2.6+0.2 0.03

Log IL-6 (pg/mL)

Basal 1.5+0.1 1.4+0.1 1.620.1 0.04
Semana-12 1.3+0.1 1.3+£0.1 1.3+£0.1 ns
Semana-72 1.6+0.1 1.5+0.1 1.7£0.1 ns

Log TNF-a (pg/mL)

Basal 2.240.1 2.0+0.1 2.3+0.1 0.05
Semana-12 2.5+0.1 2.5+0.1 2.6+0.1 ns
Semana-72 2.340.1 2.0+0.1 2.4+0.1 0.004

Log IFN-y (pg/mL)

Basal 2.840.1 2.9+0.2 2.7+£0.2 ns
Semana-12 0.5+0.1 0.5+0.1 0.60.1 ns
Semana-72 1.2+0.1 1.3+0.1 1.2+0.2 ns

Log TGF-p (pg/mL)

Basal 9.9+0.04 9.9+0.1 10.0£0.1 ns
Semana-12 9.740.03  9.7+0.03  9.7+0.04 ns
Semana-72 9.8+0.04  9.9+0.04 9.8+0.1 ns

Valores expresados como media + error estandar de la media.

RVS, respuesta virologica sostenida; P, significacion estadistica; ns, no
significativo.

Analisis bivariante: El valor de P se obtuvo mediante el test de la t de
Student.
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Cuando dividimos al grupo con no-RVS en recidiva y NR, tan solo las
concentraciones de IL-6 y de TNF-q, se asociaron de forma estadisticamente
significativa con la respuesta en la semana-72 (P=0.043 y P=0.016

respectivamente) (7abla 4).

TABLA 4: Caracteristicas de las citoquinas, basales, en la semana-12 y
en la semana-72, en funcion de la respuesta al tratamiento
antiviral en pacientes con RVS, recidiva y NR

RVS Recidiva NR

n=77 n=28 n=33
56% 20% 24%

Log IL-10 (pg/mL)

Basal 2.8+0.1 2.9+0.2 2.7+£0.2 2.8+0.2 ns
Semana-12 3.1+0.1 3.1+0.1 3.3+0.2 3.1+0.2 ns
Semana-72 2.3+0.1 2.1+0.2 2.6+0.3 2.6+0.2 ns

Log IL-6 (pg/mL)

Basal 1.5+0.1 1.4+0.1 1.7+£0.2 1.6+0.1 ns
Semana-12 1.3+0.1 1.3+0.1 1.5+0.1 1.2+0.1 ns
Semana-72 1.6+0.1 1.5+0.1 1.9+0.1 1.5+0.1 0.043

Log TNF-o (pg/mL)

Basal 2.1£0.1 2.0£0.1 2.2+0.2 2.4+0.1 ns
Semana-12 2.540.1 2.540.1 2.6+0.1 2.6+0.1 ns
Semana-72 2.2+0.1 2.0+0.1 2.3+0.2 2.4+0.1 0.016

Log IFN-y (pg/mL)

Basal 2.840.1 2.94+0.2 2.7+0.2 2.840.2 ns
Semana-12 0.5+0.1 0.5+0.1 0.5+0.2 0.6+0.2 ns
Semana-72 1.2+0.1 1.3+0.1 1.3+£0.2 1.2+0.2 ns

Log TGF-p (pg/mL)

Basal 9.9+0.04 9.9+0.1 9.9+0.1 10.0£0.1 ns
Semana-12 9.7+0.03  9.7+0.03 9.6+0.1 9.7+0.1 ns
Semana-72 9.8+0.04  9.9+0.04 9.8+0.1 9.8+0.1 ns

Valores expresados como media + error estandar de la media.
RV'S, respuesta virologica sostenida; P, significacion estadistica; ns, no significativo.
Analisis bivariante: El valor de P se obtuvo mediante el test de ANOVA.
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3. Analisis multivariante de los factores predictivos de

respuesta al tratamiento antiviral

Como hemos visto en el punto 2, tanto la IL-6 como el TNF-a, se asociaron
con la respuesta al tratamiento antiviral en el andlisis bivariante, de manera que los
pacientes con RVS tienen menos concentracion de IL-6 y de TNF-a basal que
aquellos con no-RVS (Tabla 3), por lo tanto, pueden utilizarse como factores
predictivos de respuesta. Sin embargo, pierden su significacion estadistica al
realizar el andlisis multivariante, debido a que existe una correlacion lineal entre
ambas citoquinas antes del comienzo del tratamiento (correlacion de
Pearson=0.302, R’=0.09, P<0.0001). Por ello, hemos realizado un analisis
multivariante para cada una de ellas por separado ajustando por el resto de factores

predictivos de respuesta conocidos.

En ambos modelos las covariables que se incluyeron fueron: edad, IL-28B,
CV, ALT y GGT. La CV se excluyo del modelo final de ambas citoquinas por no

haber dado un resultado significativo.

En el modelo para la IL-6 los factores relacionados independientemente con
la RVS fueron: edad < 40 aifios (P=0.004), polimorfismo CC IL-28B (P=0.044),
baja concentracion basal de IL-6 (P=0.038) y de GGT (P=0.028) (Tabla 5).

TABLA 5: Analisis multivariante para IL-6 ajustando por
los factores predictivos de respuesta

aOR IC (95%) p
Edad (< 40 aiios) 3.687 1.521-8.941 0.004
IL-28 B (CO) 2.716 1.025-7.195 0.044
Log IL-6 basal 0.527 0.288-0.965 0.038
GGT basal 0.990 0.982-0.999  0.028

aOR, odd ratio ajustada; IC, intervalo de confianza; P, significacion
estadistica; GGT, gamma glutamil transpeptidasa.
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En el caso del TNF-q, los factores relacionados independientemente con la
RVS fueron: edad < 40 aiios (P=0.003), polimorfismo CC IL-28B (P=0.047) y
concentracion de GGT basal baja (P=0.037). La concentracion basal baja de

TNF-a practicamente alcanza la significacion estadistica (P=0.058) (Tabla 6).

TABLA 6: Analisis multivariante para TNF-a ajustando por
los factores predictivos de respuesta

aOR IC (95%) P
Edad (< 40 aiios) 3.768 1.561-9.098 0.003
IL-28 B (CC) 2.675 1.011-7.076 0.047
Log TNF-a basal 0.567 0.315-1.020 0.058
GGT basal 0.991 0.983-0.999 0.037

aOR, odd ratio ajustada; IC, intervalo de confianza; P, significacion
estadistica; GGT, gamma glutamil transpeptidasa.

100



Resultados

4. Estudio de las citoquinas durante el tratamiento

Hemos analizado como afecta el tratamiento antiviral a la produccion de las
citoquinas estudiadas tanto a la semana-12 como a la semana-72. En las graficas de
este apartado y del siguiente la terminologia aparece en inglés pues se realizaron

para el articulo que se ha enviado a publicar.

4.1. Respuesta virolégica precoz (semana-12)

Cuando analizamos la respuesta viroldgica a la semana-12 encontramos que
de los 138 pacientes 105 (76%) alcanzaron RVPc, 14 (10%), tuvieron RVPp y 19
(14%) fueron R-Nulos. El comportamiento de las citoquinas en este punto del

tratamiento viene representado en la Figura 1 (A-E) y se resume a continuacion:

e JL-10: observamos un incremento de su concentracion en los tres grupos
de pacientes, siendo estadisticamente significativo en la RVPc (P=0.05)

(Figura 1A).

e [L-6: se registrd una disminucidon de su concentracion en los tres grupos
de pacientes, siendo estadisticamente significativo en la RVPp (P=0.028)

y en R-Nulos (P=0.05) (Figura 1B).

e TNF-a: se observé un aumento de su concentracion en los tres grupos de
pacientes, siendo estadisticamente significativo en RVPc (P<0.001) y en

R-Nulos (P=0.015) (Figura 1C).

e IFN-y: observamos una drastica disminuciéon de su concentracion
estadisticamente significativa en la RVPc (P<0.001), asi como en la

RVPp (P<0.001) y en R-Nulos (P<0.001) (Figura 1D).
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e TGF-B: se registro una disminucion de su concentracion en los tres
grupos de pacientes, siendo estadisticamente significativa en la RVPc

(P<0.001) y en R-Nulos (P=0.003) (Figura 1E).

FIGURA 1: Comportamiento de las citoquinas IL-10, IL-6, TNF-q,

(5

IFN-y y TGF-B en la semana-12 de tratamiento

cEVR, respuesta virologica precoz completa; pEVR, respuesta
virologica precoz parcial; Null-R, respondedores nulos.

IL-10
cEVR: basal = 2.9 = 0.1 pg/mL,
P=0.05 semana-12 = 3.1 = 0.1 pg/mL
i (P=0.05).
PEVR: basal = 2.6 + 0.4 pg/mL,
semana-12 = 3.0 = 0.2 pg/mL (ns).
Null-R: basal = 2.9 £ 0.3 pg/mL,
semana-12 = 3.2 + 0.3 pg/mL (ns).
cEVR (n=105) pEVR (n=14) Null-R (n=19)
Response

m Baseline OWeek-12

IL-6

cEVR: basal = 1.5 £ 0.1 pg/mL,
semana-12 = 1.3 = 0.1 pg/mL (ns).

P=0.05 PEVR: basal = 1.8 = 0.1 pg/mL,
o semana-12 = 1.3 = 0.1 pg/mL
£ (P=0.028).

Null-R: basal = 1.6 = 0.2 pg/mL,
| semana-12 = 1.2 = 0.2 pg/mL
EVRc (n=105) EVRp (n=14) Null-R(n=19) (P=0 05).

Response

®Baseline DWeek-12
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P<0.001

cEVR (n=105)

P<0.001

¢EVR (n=105)

P<0.001

cEVR (n=105)

TNF-a

PEVR (n=14)

Response

mBaseline OWeek-12

IFN—y

P<0.001

PEVR (n=14)

Response

mBaseline 0Week-12

TGF-B

pEVR (n=14)

Response
mBascline OWeek-12

P=0.015

Null-R(n=19)

P<0.001

Null-R(n=19)

P=0.003

Null-E.(n=19)

cEVR: basal = 2.1 = 0.1 pg/mL,
semana-12 = 2.5 = 0.1 pg/mL
(P<0.001).

PEVR: basal = 2.5 £ 0.2 pg/mL,
semana-12 = 2.6 £ 0.1 pg/mL (ns).

Null-R: basal = 2.3 £ 0.2 pg/mL,
semana-12 = 2.7 = 0.1 pg/mL
(P=0.015).

cEVR: basal = 2.9 = 0.1 pg/mL,
semana-12 = 0.5 = 0.1 pg/mL
(P<0.001).

PEVR: basal = 2.6 = 0.4 pg/mL,
semana-12 = 0.5 = 0.2 pg/mL
(P<0.001).

Null-R: basal = 2.9 + 0.3 pg/mL,
semana-12 = 0.8 = 0.3 pg/mL
(P<0.001).

cEVR: basal = 9.9 + 0.04 pg/mL,
semana-12 = 9.7 = 0.03 pg/mL
(P<0.001).

PEVR: basal = 9.9 = 0.2 pg/mlL,
semana-12 = 9.7 = 0.1 pg/mL (ns).

Null-R: basal = 10.1 = 0.1 pg/mL,
semana-12 = 9.7 = 0.1 pg/mL
(P=0.003).
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4.2 Respuesta virologica sostenida (semana-72)

=y

Debido al efecto del tratamiento antiviral, la concentracion sérica de 1L-10
aumento de forma estadisticamente significativamente a la semana-12 (P=0.007).
Sin embargo, a la semana-72, se redujo significativamente por debajo de su valor
basal (P<0.0001) (Figura 2A). Al estratificar por respuesta (RVS vs no-RVS), se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos
(P=0.006), apreciandose que la disminucion que sufria la IL-10 a la semana-72 se

debia a los pacientes con RVS (Figura 2B).

FIGURA 2: Efecto del tratamiento antiviral sobre la TL-10 en el
total de pacientes y en funcion de la repuesta

IL-10: All patients (n=138) IL-10: SVR vs non-SVR
4 P<0.0001 4 P=0.006
——— - —
P=0.007
—
= 3 = 3
o2 o
E E
= )
o 1 = 1
0 0 G
All patients non-SVR (n=61)
mBascline @ Week-12 @ Week-72 mBascline @ Week-12 @ Week-72

SVR, respuesta virologica sostenida, non-SVR, no respuesta virologica
sostenida.

Niveles de IL-10 en el total de pacientes: basal = 2.8 £ 0.12 pg/mlL,
semana-12 = 3.1 £ 0.89 pg/mL y semana-72 = 2.3 = 0.12 pg/mL;
basal vs semana-12, P=0.007; basal vs semana-72, P < 0.0001 (A).
En RVS: basal = 2.9 = 0.17 pg/mL, semana-12 = 3.1 + 0.11 pg/mL y
semana-72 = 2.1 £ 0.16 pg/mL. En no-RVS: basal = 2.7 £ 0.16
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pg/mL, semana-12 = 3.2 £ 0.14 pg/mL y semana-72 = 2.6 £ 0.17
pg/mL (B).

Debido al efecto del tratamiento antiviral, la concentracion sérica de IL-6
disminuyé de forma estadisticamente significativa a la semana-12 (P=0.004)
(Figura 3A4). Al estratificar por respuesta (RVS vs no-RVS), se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos (P=0.04),
apreciandose que en pacientes con no-RVS los valores basales de IL-6 eran

mayores y que su disminucidn, a la semana-12, era mayor que en pacientes con
RVS (Figura 3B).

FIGURA 3: Efecto del tratamiento antiviral sobre la IL-6 en el total
de pacientes y en funcion de la repuesta

IL-6: All patients (n=138) IL-6: SVR vs non-SVR

25 23 P=0.04

2,0 20
ié 1,5 % 15
2 10 2 10
'3 3
To0s =03

0,0 0,0

All patients SVR (n=77) non-SVR (n=61)

mBaseline @ Week-12 B Week-72

mBaseline @ Week-12 @ Week-72

SVR, respuesta virologica sostenida, non-SVR, no respuesta virologica
sostenida.

Niveles de IL-6 en el total de pacientes: basal = 1.5 = 0.07 pg/mL,
semana-12 = 1.3 £ 0.06 pg/mL y semana-72=1.6 + 0.05 pg/mL; basal
vs semana-12, P=0.004 (A). En RVS: basal = 1.4 = 0.09 pg/mL,

105



Resultados

semana-12 = 1.3 + 0.08 pg/mL, semana-72 = 1.5 + 0.08 pg/mL. En
no-RVS: basal = 1.6 = 0.09 pg/mL, semana-12 = 1.3 = 0.08 pg/mL y
semana-72 = 1.7 £ 0.09 pg/mL (B).

TN |

Debido al efecto del tratamiento antiviral, la concentracion sérica de TNF-a
aumento de forma estadisticamente significativa a la semana-12 (P=0.004). Sin
embargo, a la semana-72, practicamente regreso a sus valores basales (P<0.0001)
Figura 4A4). Al estratificar por respuesta (RVS vs no-RVS), se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos (P=0.02), ya que los
valores basales y los de la semana-72, eran menores en los pacientes con RVS que

en los no-RVS (Figura 4B).

FIGURA 4: Efecto del tratamiento antiviral sobre el TNF-a en el
total de pacientes y en funcion de la repuesta.

4A 4B

TNE-a: All patients (n=138)
TNF-a: SVR vs non-SVR
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All patients SVR (1=77) non-SVR (n=61)
mBascline @ Week-12 @ Week-72 mBascline @ Week-12 @ Week-72

SVR, respuesta virologica sostenida, non-SVR, no respuesta virologica
sostenida

Niveles de TNF-o. en el total de pacientes: basal = 2.1 + 0.1 pg/mL,
semana-12 = 2.6 + 0.1 pg/mL y semana-72 = 2.2 £ 0.1 pg/mL, basal
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vs semana-12, P=0.004; semana-12 vs semana-72, P<0.0001 (4). En
RVS: basal = 2.0 £ 0.1 pg/mL, semana-12 = 2.5 = 0.1 pg/mL,
semana-72 = 2.0 £ 0.1 pg/mL. En no-RVS: basal = 2.3 + 0.1 pg/mL,
semana-12 = 2.6 + 0.1 pg/mL y semana-72 = 2.4 £ 0.1 pg/mL (B).

_iFN-y )

Debido al efecto del tratamiento antiviral, la concentracion sérica de IFN-y
disminuy6 dréasticamente a la semana-12 (P<0.0001) aumentando a la semana-72
pero sin volver a los valores basales (P<0.0001) (Figura 54). Al estratificar por
respuesta  (RVS wvs no-RVS) no se apreciaron resultados estadisticamente

significativos entre ambos grupos (Figura 5B).

FIGURA 5: Efecto del tratamiento antiviral sobre el IFN-y en el
total de pacientes y en funcion de la repuesta

5A 5B
IFN-y: All patients (n=138) IFN—y: SVR vs non-SVR
5 57
~ P<0.0001 4l ns
= 4 - — = I \
& P<0.0001 £
:;_3 - | — & 3 -
z 30
= z.
=, |
22 =2
o £
1=
=1 g” 14
-
0 o |
All patients SVR (n=77) non-SVR (n=61)
mBaseline E Week-12 Week-72 B Basclined Week-12 B Week-72

SVR, respuesta virologica sostenida, non-SVR, no respuesta virologica
sostenida.

Niveles de IFN-y en el total de pacientes: basal = 2.8 = 0.1 pg/mL,
semana-12 = 0.5 = 0.1 pg/mL y semana-72 = 1.2 £ 0.1 pg/mL, basal
vs semana-12, P<0.0001; basal vs semana-72, P<0.0001 (A). En
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RVS: basal = 2.9 = 0.2 pg/mL, semana-12 = 0.5 = 0.1 pg/mL,
semana-72 = 1.3 £ 0.1 pg/mL. En no-RVS: basal = 2.7 + 0.2 pg/mL,
semana-12 = 0.6 + 0.1 pg/mL y semana-72 = 1.3 £ 0.2 pg/mL (B).

_TGF-6 J

Debido al efecto del tratamiento antiviral, la concentracion de TGF-f sufrid
una disminucion estadisticamente significativa a la semana-12 (P<0.001) (Figura
64) y a la semana-72 con respecto a la basal (P=0.043). Al estratificar por
respuesta (RVS wvs no-RVS), no se observaron diferencias estadisticamente

significativas entre ambos grupos (Figura 6B).

FIGURA 6: Efecto del tratamiento antiviral sobre el TGF- en el
total de pacientes y en funcion de la repuesta

6A 6B
TGEF-p: All patients (n=138) TGF-fB: SVR vs non-SVR
16 - 16
P=0,043 ns

12 P<0.001
1

Log TGF-B (pg/mL)
(=]
Log Cone TGF-B (pg/mL)
=]

All patients SVR (n=77) non-SVR (n=61)
mBaseline O Week-12 B Week-72 mBaseline © Week-12 B Week-72

SVR, respuesta virologica sostenida, non-SVR, no respuesta virologica
sostenida.

Niveles de TGF-f en el total de pacientes: basal = 9.9 + 0.04 pg/mL,
semana-12 = 9.70 £ 0.03 pg/mL y semana-72 = 9.8 = 0.04 pg/mL;
basal vs semana-12, P<0.001; basal vs semana-72, P=0.043 (A). En
RVS: basal = 9.9 = 0.1 pg/mL, semana-12 = 9.7 £ 0.03 pg/mlL,
semana-72 = 9.9 + 0.04 pg/mL. En no-RVS: basal = 10.0 = 0.1
pg/mL, semana-12 = 9.7 £ 0.04 pg/mL y semana-72 = 9.8 £ 0.1 pg/mL
(B).
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5. Citoquinas y su relacién con el genotipo de la IL-28B

El genotipo de la IL-28B se pudo determinar en todos los casos excepto en
cuatro individuos (n=134). Cuando se estratificé por genotipo de la IL-28B (CC vs
no-CC), 37 (28%) pacientes presentaron genotipo CC y 97 (72%) tenian genotipo
no-CC.

La concentracion sérica de IL-10 sufrié una disminucion estadisticamente
significativa a la semana-72, tanto en pacientes con genotipo CC (P=0.002) como
en los no-CC (P=0.003), siendo mayor en el primer grupo (P=0.046) (Figura 7A).
Al estratificar por respuesta (RVS vs no-RVS) se observo que esta disminucion era
debida a los pacientes con RVS tanto en el grupo CC (Figura 7B) como en el no-
CC (Figura 7C).

FIGURA 7: Estudio de la concentracion de la IL-10, y su relacion
con el genotipo de la IL-28B y la RVS

TA
IL-10: CC vs non-CC
4 P=0.046
[ 1
_ P=0.002
52
;,
=21
0
CC (n=37) Non-CC (n=97)

mBaseline @Week-72
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IL-10: CC (SVR vs non-SVR) IL-10: Non-CC (SVR vs non-SVR)
4 4
P=0.001
P=0.003
® .
a3 1 2 1
0 0
SVR (n=27) Non-SVR (n=10) SVR (n=47) Non-SVR (n=50)
mBaseline BWeek-72 m Baseline B@Week-72

SVR, respuesta virologica sostenida. Genotipos de la IL-28B: CC y no-CC
(en el no-CC se incluyen a los pacientes con genotipo CT y TT).

Niveles séricos de IL-10 en pacientes con genotipo CC: basal = 2.77
+ 0.22 pg/mL, semana-72 = 1.97 = 0.23 pg/mL (P=0.002). En
genotipo no-CC: basal = 3.1 + 0.15 pg/mL, semana-72 = 2.5 £ 0.16
pg/mL (P=0.003) (A). Niveles séricos de IL-10 en pacientes con
genotipo CC; RVS: basal = 2.70 £ 0.27 pg/mL, semana-72 = 1.8
0.24 pg/mL (P=0.003) y no RVS: basal = 2.93 £ 0.38 pg/mlL,
semana-72 = 2.44 = 0.49 pg/mL (ns) (B) y en los no-CC; RVS: basal
=3.06 £0.24 pg/mL, semana-72 = 2.32 = 0.25 pg/mL (P<0.001) y no-
RVS: basal = 2.73 £ 0.18 pg/mL, semana-72 = 2.67 + 0.19 pg/mL
(ns) (C).

La concentracion sérica de IL-6 sufrid un incremento estadisticamente
significativo a la semana-72 tnicamente en el grupo con genotipo CC (P=0.026)
(Figura 8A4), no encontrando diferencias estadisticamente significativas al

estratificar por respuesta (RVS vs no-RVS) (Figuras 8B y 8C).
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FIGURA 8: Estudio de la concentracion de la IL-6 y su relacion con
el genotipo de la IL-28B y la RVS

8A

£ 1
E
(1=37) (n=97)
® Baselin k
8B 8C
IL-6: CC (SVR vs non-SVR) IL-6: Non-CC (SVR vs non-SVR)

Log Cong IL-6 (pg/mL)

SVR, respuesta virologica sostenida. Genotipos de la IL-28B: CC y no-CC
(en el no-CC se incluyen a los pacientes con genotipo CT y TT).

Niveles séricos de IL-6 en pacientes con genotipo CC: basal = 1.59 +
0.12 pg/mL, semana-72 = 1.84 = 0.12 pg/mL (P=0.026) y en pacientes
con no-CC: basal = 1.45 = 0.08 pg/mL, semana-72 = 1.52 + 0.08
pg/mL (ns)(A). Niveles séricos de IL-6 en pacientes con genotipo CC:
RVS; basal = 1.48 £ 0.15 pg/mL; semana-72 = 1.71 + 0.14 pg/mL
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(ns) y no-RVS, basal = 1.85 £ 0.18 pg/mL, semana-72 = 2.15 = 0.20
pg/mL (ns) (B), y en pacientes no-CC: RVS: basal = 1.31 + 0.14
pg/mL, semana-72 = 1.39 £0.12 pg/mL (ns) y no-RVS; basal = 1.58 £
0.09 pg/mL, semana-72 = 1.62 £ 0.09 pg/mL (ns) (C).

Lien

La concentracion sérica de IFN-y sufrié una disminucion a la semana-72,

tanto en pacientes con genotipo CC como no-CC, siendo estadisticamente
significativa en ambos (P<0.001) (Figura 9A4). Al estratificar segun la respuesta
(RVS vs no-RVS), en ambos grupos se aprecid6 una disminucion de la
concentracion de IFN-y que fue estadisticamente significativa, manteniendo un

comportamiento muy parecido en todos los casos. (Figura 9By 9C).
FIGURA 9: Estudio de la concentracion de IFN-y, y su relacién con
el genotipo de la IL-28B y la RVS
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9B 9C

IFN-y: CC (SYR vs non-SVR) IFN-y: Non-CC (SVR vs non-SVR)

P=0.001 P<0.001

Log Cone [FN-y (pg/mL)
%)
Log Cone 1FN-y (pg/mL)

SVR (n=27) Non-SVR (n=10) SVR (n=47) Non-SVR (2=50)

mBaselite AWeek-72 mBaseline AWeek-72

SVR, respuesta virologica sostenida. Genotipos de la IL-28B: CC y no-CC
(en el no-CC se incluyen a los pacientes con genotipo CT y TT).

Niveles séricos de IFN-yen pacientes con genotipo CC: basal = 2.77
+ 0.22 pg/mL, semana-72 = 1.28 = 0.19 pg/mL (P<0.001) y en
genotipo no-CC: basal = 2.89 + 0.15 pg/mL, semana-72 = 1.24 £
0.11 pg/mL (P<0.001) (A). Niveles séricos de IFN-y para pacientes
con genotipo CC; RVS: basal = 2.70 £ 0.27 pg/mL, semana-72 = 1.11
+ 0.22 pg/mL (P<0.001) y no-RVS: basal = 2.93 + 0.38 pg/mL;
semana-72 = 1.72 £ 0.34 pg/mL (P=0.001) (B), y en no-CC; RVS:
basal = 3.06 = 0.24 pg/mL, semana-72 = 1.31 £ 0.16 pg/mL
(P<0.001) y no-RVS; basal = 2.73 + 0.18 pg/mL, semana-72 = 1.17
0.17 pg/mL (P<0.001) (C).

Para el TNF-a y para el TGF-B no se han obtenido resultados

estadisticamente significativos en ninguno de los casos.
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6. Polimorfismos ]

Se ha realizado un estudio de los genotipos, fenotipos y haplotipos de las

citoquinas de nuestro trabajo en los distintos tipos de respuesta al tratamiento

antiviral: RVPc/RVPp/NR, RVS/no-RVS, RVS/recidiva/NR.

1. Dos polimorfismos génicos de IL-10 (-819 C/T, -592 C/A) se asociaron
con la respuesta en la semana-12 cuando se estratifico en RVPc, RVPp y R-Nulos
(P=0.031 en ambos casos) (Tabla 7).

2. Al dividir a los no-RVS en pacientes recidivantes y NR obtuvimos una
asociacion estadisticamente significativa con la respuesta al tratamiento antiviral
para los fenotipos (P=0.017) (Tabla 8) y haplotipos (P=0.014) (Tabla 9) del TGF-3

que se muestran en sus correspondientes tablas.

TABLA 7: Genotipos de la IL-10 asociados a la repuesta al tratamiento
antiviral en la semana-12.

GENOTIPO Todos RVPc RVPp R-Nulos

IL-10 (m=133) (=100) (@m=14) (n=19) P

-819 n(%)

TT 9 (7) 4 (4) 2(14)  3(16)

TC 60 (45) 48 (48) 2(14)  10(52)  0.031

CC 64 (48) 48 (48)  10(72)  6(32)
-592 n(%)

AC 60 (45) 48 (48) 2(14)  10(53)

CC 64 (48) 48 (48)  10(72) 6(32)  0.031

AA 9(7) 4(4) 2(14)  3(15)

RVPec, respuesta virologica precoz completa; RVPp, respuesta viroldgica precoz
parcial; R-Nulos, respondedores nulos; P, significacion estadistica; mns, no
significativo; n, tamafio de muestra.
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TABLA 8: Fenotipos de TGF-p asociados a la repuesta al tratamiento
antiviral en la semana-72.

FENOTIPO Todos RVS Recidiva NR

(m=131) (n=71) (m=28) (n=32)

Low, n(%) 8 (6) 2(3) 5(18) 1(3)

High, n(%) 99 (76) 55 (77) 16 (57) 28 (88) 0.017
Intermediate,

n(%) 24 (18) 14 (20) 7 (25) 309)

RVS, respuesta virologica sostenida; NR: no respuesta; P, significacion estadistica;
ns, no significativo; n, tamafio de muestra.

TABLA 9: Haplotipos de TGF-p asociados a la respuesta al tratamiento
antiviral en la semana-72.

HAPLOTIPO Todos RVS Recidiva

TGF-p (n=131) (n=171) (n=28)

T/T G/G 51 (39) 24 (34) 10 (36) 17 (57)

T/C G/G 48 (37) 31 (42) 6(21) 11 (34)

T/C G/C 6 (5) 3(5) 2(7) 13)

C/C G/G 18 (14) 11 (16) 5(18) 2(6) 0.014
C/C G/C 6(3) 1(1) 5(18) 0 (0)

C/C C/C 2(2) 12) 0 (0) 1 (0)

RVS, respuesta virologica sostenida; NR: no respuesta; P, significacion estadistica;
ns, no significativo; n, tamafio de muestra.
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DISCUSION

En una minoria de los pacientes con infeccion por el VHC, la enfermedad
se autolimita, sin embargo la mayoria de los sujetos desarrollan una infeccion
cronica [143, 144]. Entre los factores que influyen en la respuesta al tratamiento
antiviral, actualmente, se estd dando mayor énfasis a los factores genéticos o
inmunolégicos, como los HLA o la IL-28B, que a los factores virales, y por este
motivo nos ha parecido interesante estudiar la produccion y el efecto de las
citoquinas IL-10, IL-6, TNF-a, IFN-y y TGF-B, que ya se habian relacionado en
estudios previos con esta respuesta con resultados contradictorios. Hemos
estudiado a pacientes con HCC genotipo 1 para minimizar las diferencias en los

factores relacionados con el virus y para asegurar que los grupos fueran similares.

@ Caracteristicas basales de los pacientes asociadas a RVS

El presente estudio mostro, mediante un modelo de regresion logistica
multivariante, que la edad < 40 afios, el genotipo CC de la IL-28B y los niveles
basales bajos de GGT son factores independientes asociados con una RVS. En
todos los grandes estudios prospectivos sobre la respuesta a la terapia con
[FNpeg/RBYV, al igual que en nuestros resultados, estos factores se han asociado de
forma independiente con esta respuesta [145-147]. Hemos realizado dos modelos
de regresion logistica multivariante, uno para la IL-6 y otro para el TNF-a,
ajustando, en ambos modelos, por el resto de factores predictivos de respuesta
antiviral conocidos. Esto se ha hecho ya que de forma conjunta se solapaban sus
efectos y se perdia la significacion estadistica, debido a que son dos citoquinas que
estan fuertemente correlacionadas, como hemos mostrado en nuestros resultados.
En el andlisis paralelo de ambas citoquinas ha quedado demostrado que, tanto la

IL-6 como el TNF-a, son factores independientes de respuesta.
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Con respecto a la IL-6, se ha encontrado una menor concentracion basal en
pacientes que posteriormente alcanzaron RVS. Estos resultados no han sido
corroborados por otros articulos, porque o bien no han relacionado la concentracion
basal de IL-6 en suero con la respuesta al tratamiento antiviral [121], o bien
solamente han estudiado sus polimorfismos [5, 115, 148]. Con respecto al TNF-a,
se ha observado también una menor concentraciéon basal en pacientes que
posteriormente alcanzaron RVS. Tampoco hemos encontrado en la literatura

resultados que asi lo sugieran.

1l Estudio de las citoquinas durante el tratamiento

Hemos centrado nuestro estudio, en el efecto del tratamiento antiviral sobre
la produccion de IL-10, IL-6, TNF-a, IFN-y y TGF-B, durante y después del
mismo. Las diferencias en la expresion de citoquinas observada en el curso del
tratamiento podria indicar una interaccién entre la respuesta inmunitaria y la

actividad viral.

Dentro de la respuesta Th2, hemos querido estudiar dos citoquinas, la IL-
10 y la IL-6, debido a su efecto antagonista, ya que la primera es antiinflamatoria y
la segunda proinflamatoria.

A la semana-12, se observd en el total de pacientes un aumento
estadisticamente significativo de la concentracién de IL-10 que podria ser debido a
la actividad antiinflamatoria requerida en ese momento de la infeccion. Otros
estudios han confirmado que los IFNs de tipo I pueden regular la expresion de la
IL-10 y la induccién de su actividad antiinflamatoria [38, 149] pudiendo contribuir
a los efectos beneficiosos de IFNpeg/RBV en la HCC. Con respecto a la IL-6, se
aprecio también, en el total de pacientes, una disminucion de sus niveles séricos a

la semana-12 de tratamiento. Esto es coherente con el aumento de la concentracion
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de IL-10, debido a que tienen actividades antagonicas o debido al efecto
inmunosupresor generado por parte de la IL-10. Wan y cols. [80] observaron que
la IL-6 era mayor, de forma transitoria, en los pacientes que alcanzaban RVS en la
primera fase de tratamiento con IFN.

A la semana-72, la IL-10 disminuy6 por debajo de sus valores basales solo
en los pacientes con RVS, hecho que coincide con los datos obtenidos previamente
por otros estudios [1, 99]. Esto se podria deber a que al existir una desaparicion de
la inflamacién, condicionada por la buena respuesta al tratamiento antiviral, no
seria necesario seguir generando efecto antiinflamatorio. Por el contrario, en los
pacientes con no-RVS se mantienen los niveles elevados incluso cuando finaliza el
seguimiento postratamiento pues al no existir respuesta se sigue produciendo IL-10
por los altos niveles virales. La IL-10 no solo puede disminuir la sintesis y
secrecion de factores inflamatorios inducidos por antigenos del VHC, sino también
evitar la multiplicacién y diferenciacion de las células inflamatorias como
linfocitos Tc y células NK, dando Ilugar a la disminucion del efecto
inmunorreactivo y al fracaso del tratamiento antiviral. En 1996, Cacciaralli y cols.
[101] observaron que los niveles de IL-10 disminuyen después de un tratamiento
exitoso durante 6 meses, aunque solo se utilizaron 11 pacientes tratados con IFN.
Mas tarde, Brooks y cols. [150] llevaron a cabo experimentos “in vivo” en ratones
infectados y asociaron la disminucion de la IL-10 con la eliminacién del virus,
sugiriendo que la neutralizacion inicial de la IL-10 podria ayudar a prevenir la
infeccion persistente. Recientemente, Diaz-Valdés y cols. [151] han desarrollado
inhibidores de péptidos de IL-10 (p9 y pl3) “in vitro”, produciendose eficientes
respuestas inmunitarias antivirales, lo que sugiere que la IL-10 podria tener
importantes aplicaciones en inmunoterapia. Por otro lado, con respecto a los
niveles séricos de la IL-6 a la semana-72, se observo una tendencia a adoptar
nuevamente sus valores basales sin obtener resultados estadisticamente

significativos. Hay estudios que afirman que los niveles de IL-6 reflejan disfuncion
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hepatica mejor que los parametros de inflamacion del higado y, en consecuencia,
opinan que se podria utilizar su determinacion sérica como marcador de progresion
de la enfermedad hepética en pacientes infectados con el VHC en lugar de técnicas
invasivas, y que también podria ser un interesante blanco molecular para la terapia

antiviral [117].

Dentro de la respuesta Th1, hemos estudiado tres citoquinas, TNF-a, IFN-
Y vy TGF-B, con actividad principalmente proinflamatoria las dos primeras, y
antiinflamatoria, la ultima.

A la semana-12, el TNF-0 experimentd6 un aumento estadisticamente
significativo en el total de pacientes que podria ser debido a la produccion de TNF-
o llevada a cabo por los macrofagos para destruir a los microorganismos
desencadenantes de la infeccion, recordemos que el TNF-o es un mediador
proapoptético que forma parte del mecanismo de citotoxicidad indirecta que se
desencadena para combatir una infecciéon [79]. Se ha demostrado una sintesis
mayor de TNF-a por células mononucleares de sangre periférica en la HCC [122],
asi como, un incremento de la expresion del receptor TNF-R1 que se une
preferentemente a TNF soluble. Cuando estratificamos por respuesta (RVS vs no-
RVS) se aprecido que el incremento de TNF-a a la semana-12 fue mayor en
pacientes con RVS que en pacientes con no-RVS. En concordancia con nuestros
resultados, algunos estudios han descrito una elevacion persistente de su
concentracion en personas con HCC que posteriormente lograron RVS [152]
mientras que en los recidivantes el TNF-a disminuy6 [123]. Por el contrario, otros
estudios afirman que concentraciones bajas de TNF-a pueden ayudar a establecer
una respuesta inmunitaria efectiva y el aclaramiento espontaneo del VHC [153].
Existe mucha controversia al respecto. En cuanto a la siguiente citoquina, el IFN-y,
observamos que experimentd una disminucion estadisticamente significativa a la

semana-12 en el total de pacientes. Esto estd condicionado posiblemente por su
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administracion exogena por el tratamiento con [FNpeg/RBV que determina que
enddgenamente disminuya su produccion. Por ultimo, a la semana-12, el TGF-p
mostré una disminucion de su concentracion estadisticamente significativa en el
total de pacientes, sin embargo al estratificar por respuesta (RVS vs no RVS) en los
dos grupos se observo un comportamiento similar por lo que pensamos que esta
citoquina no estd muy relacionada con la respuesta al tratamiento antiviral.

A la semana-72, el registro de TNF-a se redujo significativamente pero no
regresO a sus valores basales. Cuando estratificamos por respuesta (RVS vs no-
RVS), se observaron diferencias estadisticamente significativas entre ambos
grupos. Asi, se observdé que la concentracion de TNF-a basal era menor en
pacientes que luego alcanzaron RVS con respecto a los que no lo hicieron, por lo
que pensamos que podria tratarse de un factor predictivo de RVS, al igual que la
IL-6. Por otro lado, su concentracién fue mayor a la semana-72 en los pacientes
con no-RVS respecto a los pacientes con RVS donde regresé a su valor basal. Esto
podria deberse a que al responder al tratamiento antiviral ya no se necesitaria
generar mecanismos de citotoxicidad, que serian necesarios ain si no hubiese
habido respuesta. Un ensayo controlado con etanercept (anti-TNF-a)) demostro que
podria suponer una mejoria en la HCC al administrarlo por via subcutdnea durante
24 semanas [94, 154, 155]. En otro estudio, se compard la administracion de
citoquinas antiinflamatorias, como IL-10, con la de farmacos anti-TNF para
neutralizar la actividad proinflamatoria, sin buenos resultados para las primeras,
debido a que abarcan funciones muy complejas “in vivo”, prefiriéndose la
neutralizacion directa mediante farmacos anti-TNF [94]. En cuanto a la siguiente
citoquina, a la semana-72, las concentraciones séricas de IFN-y aumentaron, sin
volver a los valores basales. Esto puede deberse a que al finalizar el tratamiento
antiviral y no administrarse IFN de forma exdgena, éste se comienza a producir de
forma endogena nuevamente. Al estratificar por respuesta (RVS vs no-RVS) no se

observaron diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos, por lo
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que no parece influir en la respuesta al tratamiento antiviral. En algunos estudios,
se ha observado un aumento considerable de la expresion de IFN-y en células
mononucleares de sangre periférica en los pacientes respondedores al tratamiento
combinado [123, 152]. Para finalizar con las citoquinas Thl a la semana-72, nos
queda decir que la concentracion de TGF-p sérica, sufri6 un aumento
estadisticamente significativo hasta practicamente su valor basal. Cuando
estratificamos por respuesta (RVS vs no-RVS), no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre ambos grupos, por lo que, al igual que el TGF-
B no parece influir en la respuesta al tratamiento antiviral. Por el contrario, en
algunos estudios, en pacientes con HCC con respuesta al tratamiento, se observo
una disminucién estadisticamente significativa de sus niveles en suero [77, 156].
En pacientes no respondedores las concentraciones no variaron de manera

significativa [156].

En general, se acepta que la respuesta Thl esta vinculada con RVS,
mientras que la Th2 se relaciona con evolucion hacia la cronicidad de la infeccion
por el VHC. Se supone que la respuesta inmunitaria en los pacientes antes del
tratamiento es principalmente de tipo Th2 [152, 157, 158]. Por lo tanto, aquellos
pacientes que consiguen neutralizar esta respuesta, seran los que respondan,
probablemente, debido a los cambios en la respuesta inmunitaria hacia Thl. No
esta claro si este patron de respuesta esta relacionado con la estimulacion directa
por el propio virus o por otros mecanismos del sistema inmunitario. Este cambio en
el tipo de respuesta inmunitaria puede estar influenciado en gran parte por la
disminucién de la IL-10 durante el tratamiento como ocurre en nuestro estudio. La
IL-10 es un importante marcador del efecto del tratamiento antiviral, y su
inhibicion podria potencialmente aumentar la eficacia de las respuestas antivirales.
Creemos que en pacientes con factores predictivos de respuesta adversa, como edad

> de 40 anos, genotipo no-CC IL28-B, GGT o CV altas, seria importante obtener
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una disminucion de los niveles séricos de IL-10 durante el tratamiento y quiza asi
lograr la RVS. Por lo tanto, las futuras estrategias terapéuticas que neutralizan la
actividad de IL-10 podrian conseguir con éxito la respuesta al tratamiento en estos

pacientes dificiles de tratar.

® Citoquinas y su relacion con la IL-28B

La IL-28B pertenece a la superfamilia de la IL-10. Presenta varias
caracteristicas comunes con los IFNs de tipo I, como las actividades antivirales,
antiproliferativas y antitumorales [86, 139]. Es importante destacar la asociacion
del genotipo CC y la RVS al tratamiento antiviral [136, 137], motivo por el cual
hemos querido estudiar los polimorfismos de IL-28B y asi comparar las

concentraciones en suero de IL-10 e IL-6, TNF-a, IFN-yy TGF-f y la RVS.

A la semana-72, la IL-10 sufri6 una disminucién significativa respecto a
sus valores basales tanto en pacientes CC como en no-CC. Cuando se estratifico
por respuesta (RVS vs no-RVS) se observo que esta disminucion se debia al grupo
de pacientes con RVS. Asi, la disminucion de la concentracion de IL-10 parece
depender so6lo de la RVS y no del genotipo IL-28B. Por lo tanto, nuestros
resultados confirman que los pacientes que experimentan una disminucion de la IL-
10 al finalizar el tratamiento son los que consiguen una RVS, independientemente
del genotipo IL-28B. En cuanto a la concentracion de IL-6, aumento
significativamente s6lo en los pacientes con el genotipo CC, pero cuando se
estratificd por la respuesta, no se observaron cambios significativos entre ninguno
de ellos. La concentracion en suero de IFN-y sufrié una disminucién a la semana-
72, tanto en pacientes CC como no-CC, siendo estadisticamente significativa en
ambos casos. Al estratificar segiin la respuesta (RVS vs no-RVS), tanto en
pacientes CC como en no-CC, se aprecié una disminucion de la concentracion de

[FN-y que fue estadisticamente significativa, siendo el comportamiento muy
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parecido en todos los casos. Con el TNF-a y con el TGF-$ no hemos obtenido
resultados estadisticamente significativos.
No hemos encontrado articulos donde se realicen estudios similares al de

este apartado que nos sirvan para comparar nuestros resultados.

® Polimorfismos

En nuestro estudio los genotipos, fenotipos y haplotipos de las citoquinas
estudiadas no se asociaron de forma estadisticamente significativa con la RVS. Los
articulos revisados, que realizan estudios al respecto, obtienen resultados muy
dispares entre si, afirmando unos que encuentran asociacion estadisticamente
significativa entre un determinado polimorfismo y la RVS mientras que otros dicen
lo contrario. Uno de los motivos que puede dar explicacion a estas contradicciones
seria las diferencias étnicas que existen entre las poblaciones de los diferentes

estudios [114].

Al estratificar en RVPc, RVPp y NR dos polimorfismos génicos de IL-10 (-
819 C/T, -592 C/A) se asociaron con la respuesta al tratamiento antiviral, y al
dividir a la poblacion de pacientes con no-RVS en recidivantes y NR obtuvimos
una asociacion estadisticamente significativa con la respuesta al tratamiento
antiviral para los fenotipos y los haplotipos del TGF-B estudiados. Sin embargo,
esta significacion estadistica no se traduce en una significacion clinica, ya que a
veces un mismo polimorfismo es el mas frecuente entre los que responde y entre

los que no.

No hemos encontrado articulos parar comparar estos resultados ya que

siempre se han intentado relacionar inicamente con RVS o con no-RVS.

En resumen, los resultados de nuestro trabajo son concordantes con la

posibilidad de que los perfiles de algunas citoquinas podrian ofrecer a los médicos
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otra herramienta para predecir el resultado del tratamiento de la infeccion por el
VHC, asi como también podrian ser futuras dianas terapeuticas para combatir la
infeccion persistente que tan prevalente es en nuestro medio, siendo causa de

morbilidad y motalidad, suponiendo asi un avance hacia la erradicacion de la HCC.
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CONCLUSIONES

¢ La edad, la GGT, la IL-28B y la concentracion de IL-6 y de TNF-a basal,

son factores independientes de respuesta al tratamiento antiviral.

¢ Debido al efecto del tratamiento antiviral a la semana-12 se produce un
aumento de la concentraciéon de IL-10, una disminucion de IL-6 mayor en los

pacientes con no-RVS y un aumento de TNF-a mayor en los que alcazan RVS.

¢ Debido al efecto del tratamiento antiviral a la semana-72 se produce un

descenso en la concentracion de IL-10 y de TNF-a en pacientes que alcanzan RVS.

¢El descenso de la IL-10 a la semana-72 se asocia a RVS

independientemente del polimorfimo CC de la IL-28B.

ePara el resto de estudios realizados no se han obtenido resultados

estadisticamente o clinicamente significativos.

Por tanto, como conclusion final, destacar que la IL-10, la IL-6 y el TNF-a
se asocian a la respuesta viroldgica al tratamiento antiviral como consecuencia de
una estimulacidon del sistema inmune lo que sugiere que, los perfiles de algunas
citoquinas, podrian formar parte de las herramientas para predecir el resultado del

tratamiento antiviral y podrian ser futuras dianas terapetticas.
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Abreviaturas

ABREVIATURAS

A

ADN: acido desoxirribonucleico
ALT: alanina aminotransferasa
ARN: acido ribonucleico

AST: aspartato aminotransferasa

B
BOC: Boceprevir

C

C: capside

CH: cirrosis hepatica

CHC: carcinoma hepatocelular

CI: cardiopatia isquémica

CMIA: inmunoensayo de microparticulas quimioluminiscentes
CPA: célula presentadora de antigenos

CV: carga viral

E

E1: glicoproteina de la envoltura del VHC
E2: glicoproteina de la envoltura del VHC
EIA: enzimoinmunoandlisis

eRVR: respuesta viral rapida extendida
EVRc: complete early virological response

EVRp: partial early virological response
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Abreviaturas

G
GGT: gamma glutamil transpeptidasa

H

HA: hepatitis aguda

HCC: hepatitis cronica C

HLA: human leukocyte antigen

HPA: hypothalamic-pituitary-adrenal axis

1

IC: intervalo de confianza

IFN: interferon

IFNpeg: interferon pegilado
IFNpeg-a: interferon pegilado alfa
IgG: inmunoglobulina G

IL: interleuquina

IRES: sitio interno de entrada al ribosoma de la region 5" del VHC

J
JAKI1: Janus Activated Kinase-1

L
LiPA: line probe assay
LT: linfotoxina

M
MHC: complejo mayor de histocompatibilidad

Min: minutos
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Abreviaturas

N

NK: natural killers

NR: no respondedores

NS2, NS3, NS4a, NS4b, NS5a, NS5b: proteinas no estructurales del VHC
NTR: non translated regions

Null-R: null responders

o
ORa: Odds Ratio ajustada
ORF: open reading frame

P
PCR: reaccion en cadena de la polimerasa

PMN: polimorfonucleares neutrofilos

R

RBV: ribavirina

RE: reticulo endoplasmico

RGT: terapia guiada por la respuesta

R-Nulos: respondedores nulos

RT-PCR: reverse transcription polymerase chain reaction
RVP: respuesta virologica precoz

RVPc: respuesta virologica precoz completa

RVPp: respuesta virologica precoz parcial

RVR: respuesta virologica rapida

RVS: respuesta virologica sostenida
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Abreviaturas

S
Seg: segundos
SNP: single nucleotide polymorphism

T

Tc: células T citotoxicas

TGF-f: factor de crecimiento transformante beta
Th: células T colaboradoras

TNF-a: tumor necrosis factor alfa

TVR: Telaprevir

Tyk2: Tyrosine kinase-2

U
Ul/mL: Unidades Internacionales/mililitro

UTR: untranslated regions

V
VHB: virus de la hepatitis B
VHC: virus de la hepatitis C

VIH: virus de la inmunodeficiencia humana
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