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INTRODUCCION 21

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

1.1.1 Epidemiologia

La infeccién por el virus de la hepatitis C (VHC) representa un
problema de salud por su prevalencia, ya que se calcula que el 2% de la
poblacién general estd infectada. Diversas teorias han indagado sobre el
origen del virus. Es probable que los inicios del virus puedan remontarse a
cerca de 35 millones de afios y podria tener como origen el virus VHG/VBG-
C como “pariente cercano”, cuyo principal reservorio eran los primates. En
cuanto a los distintos genotipos el origen seria de 400 afios, siendo mas
cercano el de los distintos subtipos cifrado en 200 afios aproximadamente.
Debido a la gran universalizacién del virus, es dificil buscar el origen
geogriafico de la infeccion ya que ademds se distribuye en lugares muy

diversos y remotos en el mundo.

La problemdtica originada tras el contagio sanguineo, obliga a un
acercamiento en cuanto su descubrimiento en la era moderna y su deteccién
en la actualidad. La deteccion del virus de la hepatitis B (VHB) ocurrié en
1963 y el de la hepatitis A diez afios mds tarde en 1973. Existia un cajén
desastre donde se tipificaba la hepatitis no A no B', creyéndose en la
actualidad que el VHC podria representar el 90-95% de dichos casos. La
identificacién del VHC ocurrié en los afios 80, exactamente en 1989, y fue
llevada a cabo por los investigadores Bradley y Houghton, pertenecientes a
los centros de control de enfermedades y al laboratorio Chiron
respectivamente. Desde 1990, los bancos de sangre detectan la existencia del
VHC en cada donacion, y el riesgo en la actualidad de contraer el virus por

transfusion es del 1/10.000.

En cuanto a la repercusion clinica, el 80% de los infectados por VHC
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desarrollan hepatitis C crénica (HCC). La HCC origina un problema de salud
para los pacientes por su posible evolucién a cirrosis y carcinoma
hepatocelular (CHC), y para el Sistema Sanitario por las repercusiones de la
enfermedad y su coste. El tratamiento con Interferén pegilado (IFN-peg) mds
Ribavirina (RBV) es el reconocido actualmente como mads eficaz. Uno de los
efectos secundarios mds importantes es la anemia secundaria a la

administracién de RBV y por ello motivo de nuestro estudio.

Por un lado, la anemia afecta la calidad de vida de estos pacientes y
obliga en muchos casos a reducir o incluso retirar el foirmaco. A pesar de ser
un efecto secundario manifiesto, existe poco interés en su estudio segin los

datos de la literatura.

Otro problema en la practica clinica son los grupos especiales de
pacientes infectados por el VHC, como los no respondedores (NR) al
tratamiento estandarizado, los nifios o los pacientes coinfectados por VIH. La
dosificacién de la RBV segtin los ensayos clinicos realizados, no estd bien
definida. Se sabe que para alcanzar la mdxima respuesta viroldgica hay que
usarla a dosis altas, unas veces se ha dosificado seglin el peso y otras con
dosis fijas. También se conoce que aumentando la dosis de RBV, las
posibilidades que aparezca anemia son mayores. Por todo lo anterior, creemos
que seria un gran avance conocer la tasa plasmatica idénea de RBV mediante
la cual se obtiene el miximo efecto terapéutico con los menores efectos
adversos y asi poder monitorizar el tratamiento de los nifios ajustando las
dosis a las tasas plasmadticas preestablecidas, al igual que se hace con otros

farmacos utilizados en pediatria.

Ademds si se demuestra que la tasa plasmatica de RBV (TPR) es
menor en los NR, seria necesario realizar un ensayo clinico aleatorizando a
los NR al tercer mes en dos grupos: uno modificando la dosis de RBV segiin

tasas plasmaticas hasta conseguir un nivel éptimo, el otro seguiria con la dosis
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establecida previamente. A los tres meses se valorarian de nuevo los pacientes
y se suspenderia la medicacién en aquellos que no cumplan criterios de
respuesta. En resumen, es posible que algunos pacientes sean NR porque no
alcanzan unos niveles plasmdticos de RBV suficientes para conseguir el

efecto antiviral.

Se calcula que entre 170 y 240 millones de personas son portadoras
del virus C lo que representa una prevalencia del 3% a nivel mundial’. Segiin
distintas dreas geograficas podemos encontrar zonas de alta prevalencia como
son Asia oriental y Sudamérica, intermedias como Japdn o bajas como ocurre
en Europa occidental o Norteamérica. Dentro de estos paises existe gran
variabilidad en funcién de las distintas zonas donde midamos prevalencias.
Aproximadamente existen cuatro millones de pacientes infectados en los
Estados Unidos y cinco millones en la Unién Europea’. Muchos pacientes no
han sido diagnosticados en la actualidad por encontrarse asintométicos, y se

especula que la prevalencia se multiplicard por cuatro en la préxima década.

En Espafia existen 800.000 pacientes, lo que representa una
prevalencia de infeccidn segin los distintos estudios poblacionales del 1 y el
2.7%". Estos porcentajes son muy similares a paises de la zona mediterranea
como Italia o Francia. Segun los distintos estudios realizados, los datos que se
arrojan demuestran que existe una gran variabilidad demogrifica o de
distribucion de la HCC. Asi, podemos ver que la prevalencia de infeccién por
edad es mayor en pacientes mayores de 65 afios 4.7% vs el 1.7% en menores

de 44.
En cuanto a la diferencia segin sexos, la frecuencia de infeccién por
. , .5
VHC es mayor en el sexo masculino (3%) compardndolo con el femenino

(2.3%).

Las vias de transmision de la infeccién han sido objeto de numerosos
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estudios. La transmisién parenteral supone la forma mds importante de
infeccién y es la mejor definida. El origen histérico del VHC se remonta a la
infeccién secundaria con hemoderivados transfusionales como hemos
comentado y se observé que la infeccion correspondia a un virus de la
hepatitis no A no B'. Dentro de la transmisién por via parenteral incluimos
grupos de riesgo como son los ADVP. El consumo de cocaina se considera
uno de los mecanismos de contagio en paises desarrollados y estd relacionado
con las lesiones producidas en el tabique nasal y al compartir el instrumento

con el que se produce la inhalacién.

La transmision por via sexual supone otra forma de contagio del VHC
pero con varias puntualizaciones. Se ha observado una mayor tasa de
infecciéon de VHC por esta via en pacientes con practicas de riesgo como es el
contacto con multiples parejas sexuales, o la suma de varios cofactores como
el consumo de drogas o la homosexualidad. Asi también la coinfeccién por
VIH incrementa el riesgo de infeccién®. Entre las distintas teorias que
justifican la transmision en este grupo de pacientes se encuentra la presencia
de alta carga viral en secreciones, la existencia de lesiones mucosas o de otras
ETS. En contraposicion, la transmisién en parejas heterosexuales estables

mondgamas es baja y se estima inferior al 1% anual.

Por 1ltimo, mencionar otras vias de transmision como son la
nosocomial que se produce en pacientes hospitalizados y que parece estar en
relacién con el contacto con otros pacientes ingresados en la misma
habitacién, o el mal uso de las medidas higiénicas establecidas por parte de
personal de enfermeria o facultativos. La hemodidlisis se establece como otra
de las vias de contagio en pacientes con patologia renal y supone la causa mas
frecuente de hepatitis aguda. En Espafia, se estima una incidencia del 7% en

pacientes con insuficiencia renal crénica y sometidos a hemodialisis.
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1.1.2 Historia natural de la enfermedad

Uno de los factores més determinantes y mds dificiles a la hora de
conocer la historia natural de la infeccion por VHC es establecer el
diagnéstico de infeccion aguda por el virus. Calcular el momento justo de
infeccién aguda, el largo periodo de la enfermedad y el cardcter asintomédtico
en muchos casos, suponen serios obstdculos para conocer en profundidad la
historia natural o el curso que llevard la misma a lo largo del tiempo, asi como

el prondstico y la capacidad de respuesta a distintos tratamientos.

En el caso de la hepatitis aguda por VHC, es obligado el uso y
realizacién de estudios de tipo longitudinal para determinar la incidencia de
hepatitis postransfusional y contagio esporadico. En una revision publicada en
Journal Viral Hepatitis en el 2006 ' de 675 enfermos, se apreci6 que hasta un
80% de los pacientes infectados negativizan a los 6 meses el RNA viral y
normalizan las transaminasas con una media del 26%. Entre los factores de
buena evolucién en fase aguda se encuentra el sexo femenino al igual que
ocurre en la infeccion crénica como veremos mds adelante, y la presencia de
clinica de hepatitis aguda, definida cldsicamente como “hepatitis ictérica”. No
se ha comprobado sin embargo que el genotipo del virus o el 4rea geografica

modifiquen el curso de la historia de la enfermedad.

La infeccion crénica por VHC es definida por la persistencia del RNA
viral durante un periodo superior a 6 meses tras el comienzo de la infeccion.
La infeccién aguda por VHC se estima en un 15% de los pacientes, quedando
un 85% restante que cronificardn la enfermedad. Se ha comprobado que la
cronicidad por VHC no supone una mayor mortalidad en los pacientes
infectados comparéndolos con la poblacién general®, pero si supone un mayor
riesgo de morbi-mortalidad hepética. Asi pues del total de enfermos afectos,
un 80% permaneceran estables a los 20 afios de evolucién y sin un claro

deterioro de la funcién hepética; un 15-20% desarrollara cirrosis a los 20 afios
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posteriores a la infeccion y de éstos un cuarto entrardn en fase de
descompensacion en afios venideros. Una vez establecida la cirrosis se estima
enun 1y 4% el riesgo anual de padecer CHC’. El grado de lesién histolégica
inicial y la consecuente fibrosis hepdtica, es uno de los factores mads
determinantes en la evolucion natural de la enfermedad. Uno de los
principales problemas es que no es posible cuantificar ni valorar la progresién
de la fibrosis o del dafio hepdtico ya que ésta es variable en el tiempo y se ve
influenciada por otros pardmetros. En la Figura 1 mostramos la historia

natural de la enfermedad.

Exposicion-Infeccién aguda

___/LI,_

ESTABLE
80% CIRROSIS

HEPATOC ARCINOMA
' TRASPL ANTE

EXITUS

20 ANOS DE EVOLUCION

Figura 1. Historia natural
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Se han estudiado los distintos factores que influyen en la progresién

de 1a HCC:

¢ Factores generales

La edad en el momento de la infeccién, revela que existe un
porcentaje bajo de progresion si la edad es inferior a 20 afios en comparacién
con la mayor tendencia a fibrosis en pacientes por encima de los 40 afios.
Entre las distintas causas estudiadas parecen implicarse factores
inmunoldgicos y la pérdida de resistencia de las células hepdticas con el paso

del tiempo.

El sexo femenino se presenta como factor protector frente al
masculino, asi se evidencia tasas de cronicidad entre el 55% y el 46% de las
mujeres jovenes frente a mayores en el sexo masculino. La influencia

hormonal parece ser determinante en una menor progresion de la fibrosis.

En cuanto a diferencia por razas, la poblacién afroamericana presenta
menor tendencia a evolucién cirrética si la comparamos con la raza blanca.
No obstante, paraddjicamente en todos los estudios presentados la raza negra

presenta menor respuesta al tratamientolo.

El alcohol es un cofactor que aumenta la progresién de la enfermedad.
Poynard y cols."" objetivaron que la ingesta diaria de mas de 50 gramos/dia
presentaba un aumento del 34% de progresion de fibrosis. Parecen implicarse
el estrés oxidativo, la esteatosis hepdtica, la resistencia a la insulina
secundaria, el incremento de los depdsitos del hierro y la activacién de las
células estrelladas hepéticas por aumento de los niveles del factor de necrosis
tumoral. A su vez, los pacientes con mayor consumo de alcohol presentan
menor cumplimiento terapéutico repercutiendo en las tasas de respuesta

finales. Mds en controversia se ha postulado que el hédbito tabdquico supone
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un mayor riesgo de progresion de la fibrosis.

¢ Factores genéticos

La presencia de polimorfismos'> en genes que codifican proteinas
reguladoras, citocinas inflamatorias y factores fibrogenéticos podrian

condicionar la progresién de la enfermedad.

e Factores virales

En todos los estudios realizados no se ha confirmado que el genotipo ni la
carga viral influyan en la historia natural de la enfermedad aunque si en la
respuesta al tratamiento. S6lo se ha objetivado que en situaciones de
inmunosupresion, altos niveles de carga viral podrian ser determinantes. Se ha
observado también una mayor progresiéon de la hepatopatia en pacientes
coinfectados por el VHB junto a un mayor riesgo de desarrollar CHC". A su
vez, algunos estudios sugerian mayor riesgo de hepatitis fulminante en
pacientes que presentan sobreinfeccién por virus de la hepatitis A", por lo que
algunos autores recomendaban la vacunacién contra dicho virus. En la

actualidad no se ha confirmado dicha evidencia.

e Factores metabdlicos

La acumulacién de grasa en el hepatocito condiciona el establecimiento
de la esteatosis hepdtica. La presencia de esteatosis que se evidencia hasta en
un 50% de los pacientes con HCC, es considerada como uno de los factores
mads influyentes en la progresion de la fibrosis hepdtica. La esteatosis puede
ser intrinseca a la infeccidén por determinado genotipo como es el 3, o puede
ser secundaria a la ingesta de alcohol o la presencia de diabetes en los

distintos pacientes.
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¢ Factores inmunolégicos

La inmunosupresién es un factor agravante en la progresiéon de la
enfermedad. La coinfeccién por VIH, es un claro ejemplo de ello. En dichos
pacientes se aprecia una elevacion de la carga viral con aumento de la fibrosis
y peor evolucién clinica que en pacientes sdlo afectados de HCC. En otros
casos la inmunosupresién farmacoldgica inducida en pacientes sometidos a
trasplante hepatico, conduce a una recidiva precoz de la infeccién por el VHC,
con el consiguiente agravamiento de la funcién hepatica. La no recidiva de la

infeccion en pacientes trasplantados supone un reto actual para la hepatologia.

e Factores analiticos

En la actualidad la elevacién de transaminasas se considera un factor
indicador de actividad inflamatoria hepdtica, aunque no guarda estrecha
relacion con el grado de lesidon que se ve influenciado por otros factores. Entre
un 20 y 40% de los pacientes presentan transaminasas normales y de éstos en
2/3 la enfermedad es minima. Del total de pacientes que no tienen alterados
los niveles de transaminasas, sdlo se observa entre 1-6% la presencia de
cirrosis. De esta manera podemos concluir que la patologia hepdtica es menor
en presencia de transaminasas normales, con un menor indice de Knodell

histolégico.
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1.2. EL VIRUS DE LA HEPATITIS C

El VHC pertenece a la familia Flaviviridae, que incluye patégenos
que afectan a humanos y animales. La familia Flaviviridae estd compuesta al
menos, por tres géneros diferentes; los pestivirus, entre los que se encuentra el
virus de la diarrea bovina, los flavivirus, principales causantes de
enfermedades virales transmitidas por artrépodos (como el dengue o la fiebre

amarilla) y, finalmente, los hepacivirus, cuyo tinico miembro es el VHCP,
1.2.1. Organizacion genémica

El genoma del VHC estd compuesto por una cadena simple de RNA
de polaridad positiva de aproximadamente 9.600 nucleétidos y que codifica
una larga poliproteina de unos 3.000 aminoécidos (Figura 2). La poliproteina
codificada es posteriormente fragmentada por proteasas del huésped y del
virus, en multiples péptidos estructurales (S) y no estructurales (NS): los
componentes estructurales consisten en un core de la nucleocapside (C) y dos
glicoproteinas de la envoltura (E1 y E2), y las proteinas NS que se han

numerado desde la NS2 hasta la NS5' (Tabla 1).

5'NTR E IRES
: IT 1 < 1 3'UTR
— re

(A%

5'UTR

RETICULO ENDOPLASMICO

M fieges o

Figura 2'". Organizacién del RNA genémico del VHC (superior) y
procesamiento en poliproteinas.
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La proteina del core estd compuesta por una secuencia altamente
conservada de 191 aminodcidos con una masa molecular de unos 21 kDa. El
extremo carboxiterminal de esta proteina contiene una region hidrofébica, la
cual actda como una secuencia-sefial para el transporte de E1 dentro del
reticulo endoplasmadtico y para el procesamiento dependiente de membrana
del core'®. Estudios in vitro han demostrado que la proteina del core podria
interactuar con protooncogenes de las células del huésped y algunos trabajos
la han implicado en el desarrollo de CHC en pacientes con infeccidn crdnica

por el VHC, al igual que ha ocurrido con otras regiones genémicas'’.

Las proteinas de la envoltura E1 y E2 son proteinas glucosiladas con
peso molecular entre 31 y 70 kDa, respectivamente. Ambas glucoproteinas
contienen un dominio hidrofébico en el extremo N-terminal que tiene la
funcién de anclaje a la membrana. E1 y E2 estdn implicadas en la unién a
receptores celulares y su posterior difusion, es decir, en la entrada del virus
dentro de las células del huésped. Las proteinas de la envoltura pertenecientes
a diferentes aislados de VHC presentan un alto grado de heterogeneidad
genética”. El extremo N-terminal de E2 es el que mayor variabilidad
presenta, por lo que la regién situada en la posicién 384-410 recibe el nombre

de regién hipervariable 1 (HVR 1).

El grupo de las proteinas no estructurales estd formado por siete
integrantes cuyas funciones no han sido ain completamente dilucidadas
(Tabla 1). NS3 actia como helicasa y proteasa, y la region NS5 contiene la
actividad RNA polimerasa RNA dependiente, esencial para la replicacion
viral. Estas actividades enzimdticas son dianas potenciales para futuros
tratamientos antivirales. La NS5A se ha implicado en la modulacién de la
respuesta antiviral del huésped mediada por el IFN. En concreto, se ha
observado que la acumulacién de mutaciones en una determinada regién de

NS5A, la conocida como ISDR (interferon sensitivity determining region) y
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PKRBD” se relaciona con una mejor respuesta al IFN en pacientes

infectados por el genotipo 1b del VHC™ > %,

Tabla 1. Proteinas estructurales y no estructurales del virus de la hepatitis C

Proteina Peso molecular (kDa) Funcion

C 21 Proteina de la nucleocdpside

E1l 31-35 (21 sin N- Proteina de la envoltura del virion
glucosilacién)

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

P7 7 Desconocida

NS2 23 Componente de la proteasa NS2-3

NS3 70 Componente de la proteasa NS2-3,

serinproteasa, NTPasa y helicasa

NS4A 8 Cofactor para la serinproteasa NS3

NS4B 27 Desconocida

NS5A 58 Desconocida, involucrada en la

resistencia al IFN
NSSB 68 RNA polimerasa dependiente de
RNA

Igualmente el genoma del VHC contiene regiones no codificantes
altamente estables denominadas 5’ y 3’ UTR (untranslated regions). En la
region UTR 5° se sitda el lugar de unién del ribosoma para comenzar la
transcripcion de proteinas virales (IRES, internal ribosomal entry site), y en la
region UTR 3’ se encuentran elementos esenciales para la transcripcion y

gL 105
replicacion viral™.
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1.2.2 Genotipos virales
Se han descrito seis genotipos mayores (del 1 al 6) y mds de 50
subtipos (Ej.:/a, 1b, 2a...) del VHC. Diferentes cepas virales del mismo

subtipo pueden diferir en un 5-15% de su secuencia de nucleétidos, un 10-

30% entre distintos subtipos, y un 30-50% entre distintos genotipos (Tabla 2).

Tabla 2. Heterogeneidad del virus de la hepatitis C.

Término Nomenclatura Grado de variacion de

la secuencia de nucleotidos

Cuasiespecies 1% al 5%

Cepas del mismo subtipo 5% al 15%
Subtipos a,b,c... 15% al 30%
Genotipos 1 hasta 6 30% al 50%

Las frecuencias relativas de los genotipos varian segtin la localizacién
geogrifica (Figura 3). Asi, el genotipo /a es el mas frecuente en EE.UU vy el
Norte de Europa. El genotipo /b tiene una distribucién mundial y es
generalmente el mds comun. Los genotipos 2a y 2b también tienen una
distribucién mundial, representando un 10-30% de los genotipos, y son
particularmente frecuentes en Japén y el Norte de Italia '* .

El genotipo 3 es mds frecuente en la India y el genotipo 4 en Africa, con

presencia de alta prevalencia en Egipto. Los genotipos 5 y 6 son raros y

predominan en Suréfrica y el Sudeste Asidtico respectivamente.
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Figura 3. Distribucién geogréfica de los diferentes genotipos del VHC.

En EE.UU, los genotipos la y Ib son los responsables de
aproximadamente el 75% de los casos de HCC, los genotipos 2a y 2b del 13-
15%, y el genotipo 3a del 6-7% de los casos. El resto de genotipos son muy
infrecuentes. En algunos pacientes se pueden presentar una mezcla de
genotipos, siendo lo mas comun la coexistencia de los genotipos /a y /b. En
raras ocasiones no es posible definir el genotipo, bien porque se trata de un
nuevo genotipo ain no clasificado o bien porque los niveles de RNA son

demasiado bajos para poder ser caracterizados.

Los genotipos virales difieren poco en sus expresiones clinicas y no
estan claramente asociados con distintos prondsticos o distinta severidad en la
enfermedad hepatica causada. Asi, la infeccién por cualquier genotipo puede

conducir a una cirrosis hepatica y, finalmente a CHC, siendo la frecuencia de
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estas complicaciones similar con cualquier genotipo. Sin embargo, hay dos
manifestaciones de infeccién por distintos genotipos que merecen ser
descritas. En primer lugar, la infeccion crénica por genotipo 3 se ha asociado
con propensién a padecer esteatosis hepdtica confirmada histolégicamente,
con resolucién posterior tras desarrollar respuesta al tratamiento antiviral®’.
En segundo lugar, y més importante, es que la respuesta a la terapia con IFN-
o es muy distinta entre genotipos, de modo que las tasas de respuesta entre
pacientes infectados por genotipos 2 6 3 es entre dos y tres veces mas elevada

que entre pacientes infectados por genotipo 17*,

1.2.3. Inmunopatogénesis del VHC

El VHC causa una infeccién crénica clinicamente silente en pacientes
inmunocompetentes. Los mecanismos mediante los cuales el VHC desarrolla
una infeccién mantenida, implican la respuesta inmune celular como la
responsable de la lesion hepatica inflamatoria. La respuesta inmune a
cualquier infeccién viral se compone de una respuesta inespecifica a cargo de
natural killer (NK), neutréfilos y macréfagos que se activan, y proporcionan
el tiempo suficiente a las células presentadoras de antigeno para procesar las
protefnas virales y presentarlas a las células B, linfocitos T helper (Th) y
células T citotoxicas (Tc) (Figura 4). Los linfocitos B producen anticuerpos
que pueden aclarar el virus de la circulacién y proteger al huésped de una
eventual reinfeccion. Mediante receptores especificos situados sobre Ia
superficie de los linfocitos T, las células Th reconocen péptidos virales que
derivan de la fagocitosis y protedlisis y que son presentados a través de
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de tipo II. Tras
la activacién de receptores especificos de los linfocitos T, las células Th
activan la diferenciacién e induccién de células B y estimulan a los linfocitos

T citotdxicos especificos contra el virus.
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Células B memori
4
V.\ :'
N CMH clase Il K

+ antigeno .

Res uesta Tht
(IFN-y, IL-2,TNF-a) Respuesta

(IL4, IL-10)
cDg* CD4*
@ \

\ Liberacién de

Citélisis directa__ Citocinas

Células B

CMH clase |
+ antigeno

A

Anticuerpos
neutralizantes

- @ Inactivacion A )\ *
Hepatocito del virus
e® o o

Figura 4. Activacién del sistema inmune tras una infeccién viral.

Se distinguen dos tipos principales de células cooperadoras: Th,; y
Th,. Tras el contacto con el antigeno mediante las células presentadoras de
antigeno, los linfocitos CD4+ Th; secretan citoquinas de tipo 1 como el factor
de necrosis tumoral (TNF)-a, mientras que los linfocitos CD4+ Th, secretan
citoquinas de tipo 2 como IL-4 e IL-10. Una respuesta dominada por
citoquinas de tipo Th; favorece la inmunidad dirigida por células T CD8+ y
NK, mientras que una respuesta CD4+ dominada por citocinas Th; inhibe la
respuesta Th; y favorece la produccién de anticuerpos por los linfocitos B*.
El tipo de citocinas secretadas por estas células T CD4+ especificas
desempefian un papel relevante en la evolucién de la infeccién aguda® *" %,
Asi, una respuesta CD4+ caracterizada por la secrecion de citocinas de Th; se
asocia con infeccion aguda autolimitada, mientras que la secrecidn de tipo Th,

se asocia con el curso a la cronicidad. La expresion elevada de citocinas Th,

en el higado también podria relacionarse con al dafio tisular”
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Mediante MHC de tipo I, los linfocitos citotéxicos CD8+ reconocen
los péptidos virales que han sido procesados y sintetizados por las células
infectadas, y la lisis de las células infectadas por el virus por citotoxicidad
directa, induciendo la formacién de poros en la membrana de las células diana
mediante la secrecién de perforinas y serinproteasas en los grdnulos, o de

forma indirecta, liberando mediadores proapoptéticos como el TNF-a.

Respuesta inmune humoral

El VHC puede desarrollar una infeccién crénica a pesar de una
respuesta inmune humoral y celular contra las proteinas virales. El virus
puede escapar a la respuesta humoral si la cinética de infeccion y replicacion
viral no permite que los anticuerpos especificos frente al VHC producidos tras
la infeccidn primaria lo neutralicen por completo. Aunque los anticuerpos
especificos frente al VHC pueden interferir en la entrada viral hacia las
células del huésped y opsonizar el virus para su eliminacién por los
macréfagos, no son capaces de eliminar la infeccion de las células ya
infectadas. Ademads, el VHC posee una alta tasa de mutacidn, especialmente
en la regién hipervariable que codifica las proteinas de la envoltura que
podrian ser reconocidas por los anticuerpos neutralizantes (anticuerpos que
podrian unirse y eliminar al virus)*> **. Varios estudios han demostrado que la
respuesta inmune humoral puede seleccionar variantes del VHC con cambios
en su secuencia genémica que le permitan escapar del reconocimiento por los
anticuerpos® . Sin embargo algunos estudios han sugerido la posibilidad de
que el VHC cause infeccion persistente en ausencia de mutaciones de la
regi6n hipervariable®®*’. De este modo, la progresién hacia la cronicidad en la
infeccién por el VHC es muy probablemente un proceso multifactorial que

depende de distintos aspectos de la interaccién virus-huésped.
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Respuesta inmune celular

La respuesta inmune durante la fase aguda de la infeccién de los
linfocitos Th y Tc difiere entre pacientes que se recuperan de la infeccién y
aquellos que desarrollan una infeccién crénica®. La respuesta celular contra el
VHC podria verse interrumpida por distintos mecanismos. En primer lugar, el
VHC induce una débil respuesta en pacientes que desarrollan una infeccién
crénica. En la sangre de pacientes con HCC, la cantidad de precursores de
células Tc que son especificas para péptidos virales es bastante inferior a la
que existe para los virus de la influenza o el citomegalovirus. Las razones que
explican esta relativa debilidad de la respuesta inmune son por el momento
desconocidas. De hecho, una inmunosupresién o una inmunotolerancia hacia
las proteinas virales no son las causas que explican la persistencia de la
infeccion, ya que la mayoria de los pacientes cronicamente infectados activan
respuestas inmunes normales contra otros agentes virales™. Paradéjicamente,
una respuesta inmune ineficaz para aclarar la infeccién viral puede ser mas
dafiina para el higado, causando inflamacién crénica y, tras varios afios,

fibrosis hepatica y cirrosis.
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1.3. TRATAMIENTO ANTIVIRAL DEL VIRUS DE LA HEPATITIS C

1.3.1 Interferéon (IFN)

Los distintos resultados obtenidos en el tratamiento con IFN-a han
sido pobres. Sdlo entre el 15-20% del total de pacientes tratados durante un
afio negativizaban el RNA-VHC. Aproximadamente un 25% de los pacientes
tratados respondian de forma transitoria, recidivando la enfermedad al

suspender el tratamiento.

Las formas de IFN-peg han sido desarrolladas con el propésito de
prolongar la vida media plasmética del foirmaco desde unas horas hasta varios
dias. Esto permite la administraciéon del firmaco una vez por semana
obteniendo una mejoria considerable tanto en la farmacocinética como en la
farmacodindmica, con una mayor y mds eficaz supresion de la actividad
antiviral en comparacién con la administracién del IFN estdndar tres veces

por semana.

Dos formas de IFN-peg han sido desarrolladas y evaluadas, tanto en
monoterapia como en combinacién con RBV. Estas formas difieren en su
estructura fisicoquimica: IFN-peg o 2b (Schering-Plough) consiste en una
molécula de polietilenglicol de 12 kDa unida al IFN-a 2b, mientras que IFN-
peg a 2a (Hoffmann-Roche) se compone de una molécula de 40 kDa unida al
IFN-a 2a. Estas diferencias determinan distintas propiedades farmacocinéticas
y farmacodinamicas, asi, IFN-peg a 2a tiene una vida media mas larga y un
menor volumen de distribucidn corporal en comparacién con el IFN-peg a 2b.
Esta dltima forma es metabolizada principalmente por via renal, mientras que
la primera lo hace por via hepatica. A pesar de estas diferencias, la eficacia de

ambos farmacos es bastante similar en los estudios publicados.
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1.3.2 Ribavirina (RBV)

La RBV es un nucledsido sintético de la purina cuyo mecanismo de
accién se basa en que inhibe la actividad de la inosin-monofosfato
deshidrogenasa (IMPDH), enzima encargada de la sintesis de nucleétidos.
Entre los otros mecanismos de actuacién se encuentra la unidén a receptores
Th1 y Th2 de los linfocitos, por lo que inhibe posteriormente la enzima RNA
polimerasa. El tratamiento con monoterapia de RBV reduce el RNA viral en
s6lo 0.5 log;, copias por ml; la asociacién con IFN permite obtener unas tasas

de respuesta mejores en un 20-30%.

El mecanismo de produccion de anemia, estd basado en el aumento de
la oxidacion debido a la acumulacidn de trifosfato de RBV, metabolito de la
RBYV, en el interior del hematie, y este mecanismo se ve agravado porque la
concentraciéon de RBV dentro del hematie es 100 veces mayor que en el

plasma.

En un principio se pensé que la RBV tenia un efecto “cosmético”,
disminuyendo solo las transaminasas. En 1995 se publicé un estudio
aleatorizado en 58 pacientes con HCC, comparando la RBV a una dosis de
1200 mg/dia durante 48 semanas con placebo. La reduccion de ALT fue del
54% en el grupo de RBV, mientras que en los controles era del 5%. En
cambio, no modificaba la carga viral del VHC ni durante el tratamiento ni
después del mismo™®. Esto significa que la RBV no tiene un efecto antiviral
propio frente al VHC y no es eficaz en monoterapia. Sin embargo, cuando se
asocia al IFN-a mejora claramente la tasa de respuesta viroldgica sostenida

(RVS).

En un ensayo aleatorizado, se compar$ la eficacia del IFN-a en
monoterapia o en combinacion con RBV(1.000-1.200 mg/dia) durante 24 6 48

semanas. Se demostrd que el tratamiento combinado durante 48 semanas era
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el mas efectivo. Al suspender el tratamiento, se observé una tasa de recidivas

del 46% en el grupo de IFN-a frente al 24% con IFN-0.y RBV*.

1.3.2.1 Mecanismo de accion

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

mutdgeno del VHC.

La RBV entra en la célula hepdtica como un profirmaco y es
convertida en monofosfato, difosfato y trifosfato (RTP) de RBV, a través de
una accidén secuencial de 3 kinasas celulares. Hasta este momento se han

propuesto los siguientes mecanismos de accion:

e Favorece la inmunidad del huésped frente al VHC potenciando una
respuesta Thl con aumento de citocinas como IFN-y y TNF-a e IL-2, que
aumenta la lisis de los hepatocitos infectados y reduce la produccién de

viriones.

¢ Inhibicién de IMPDH, una enzima que transitoriamente depleciona
el pool intracelular de trifosfato de guanosina, que es esencial para la
transcripcion viral y la replicacién de los virus RNA. No obstante, otros
inhibidores especificos de IMPDH como el merimepodib (VX-497) no han

demostrado de una manera clara un efecto antiviral VHC.

e Tampoco parece que la RBV sea un potente inhibidor de la RNA

polimerasa, ya que solo produce una leve disminucién de la carga viral (<0,5
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logip), y no aumenta la pendiente de la primera fase de reduccién del RNA-

VHC.

e La RBV actuaria como un mutdgeno del VHC al incorporarse dentro
de los nuevos genomas sintetizados, dando lugar a mutaciones y originando
un “error catastr6fico” de la replicacion (mutaciones suicidas). El resultado
final es que los viriones infecciosos van desapareciendo, y se evita que el

virus ataque a los hepatocitos sanos.

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

segunda fase de 0,15 log;¢/dia®.

El efecto mutagénico de la RBV se ha demostrado in vitro. No
obstante, la extrapolacion de los resultados no es féicil, ya que la
concentracion de RBV era muy alta, y nunca se ha observado esas
concentraciones plasmadticas en humanos. Los estudios in vivo son escasos y
en cierta manera contradictorios. Estudiando la region NS5B en pacientes
tratados con RBV en monoterapia, Young y cols.** observaron un incremento
de las mutaciones no estadisticamente significativo de 3 veces su valor con

respecto al periodo basal.

En un estudio m4s reciente, Asahina y cols.* siguen a 34 pacientes
infectados por el VHC genotipol por un tiempo variable antes del tratamiento,

después administran RBV en monoterapia durante 4 semanas, seguido de
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IFN-a y RBV durante 24 semanas. Secuencian la region NS5A y NS5B antes
y después de las 4 semanas de RBV. De los 34 pacientes 10 mostraron nuevas
mutaciones en la region NSS5A después del tratamiento con RBV en
monoterapia, y 8 en la regiéon NS5B. En estos pacientes la tasa de mutaciones
fue significativamente mayor después de la RBV comparada con el periodo de
observacién (proporcién de mutaciones en NSSA antes de RBV 0,6x107,
después 2,9x107, P=0.02; NS5B antes 0,24x107 y después 1,3x107, P=0.02).
También la proporcién de pacientes que presentaron mutaciones en la region
NSS5A con la monoterapia fue mayor entre los que tenian una RVS que en los
NR (80% y 8%, respectivamente, P<0.001). Estos datos, si son confirmados,
indican que la RBV favorece las mutaciones del genoma viral y

progresivamente inactiva al virus.

Se ha intentado probar el efecto mutagénico de la RBV en un modelo
matemadtico hipotético y muy complejo. Este modelo también intenta
demostrar el aumento de la respuesta al final de tratamiento (RFT) y de la
RVS en el tratamiento combinado (Figura 5)*. Los hepatocitos infectados
producen una liberacién de viriones infecciosos y no infecciosos. El IFN
inhibe la produccién del VHC, y la RBV introduce mutaciones dentro del
genoma VHC e incrementa la produccién de viriones no infecciosos. Se
piensa que el IFN y la RBV favorecen la respuesta inmunoldgica a través de
los NK y T linfocitos, consiguiendo la muerte de las células infectadas por el
VHC. También la RBV puede actuar a través de un mecanismo no citolitico,
curando las células infectadas sin destruirlas. Esto explicaria por qué la RBV
tiene ese efecto llamado “cosmético” y normaliza las transaminasas®. Las
células dianas del virus, que son los hepatocitos sanos, pueden ser atacadas
por los viriones infecciosos pero no por los no infecciosos. También las
células que han sido curadas por el IFN-a y la RBV, son potencialmente una
diana del VHC si persiste la infeccion activa. Ademds, este modelo, intenta
explicar el aumento de la RFT y RVS al afadir la RBV, que aumenta la

disminucién de la carga viral en la segunda fase. El efecto de la RBV depende
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de la capacidad del IFN-a al bloquear la produccién de viriones. Cuando la
efectividad del IFN es mejor, como en el genotipo no-1, la RBV
probablemente tiene un efecto algo menor, ya que la produccién de viriones
estd bloqueada por el IFN-a. En estos casos una dosis més baja de RBV (800
mg/dia) puede ser eficaz. En cualquier caso la RBV es necesaria, ya que la
RVS fue en el genotipo nol del 29% en los tratados con IFN-a y del 66% con
IFN-a y RBV, ambos durante 48 semanas”’.

En pacientes dificiles de tratar, como en el genotipo-1, la efectividad
del IFN-a es menor, y es cuando las dosis mdximas de RBV (1.000-1.400
mg/dia) son mas necesarias para aumentar la RVS. En resumen, la RBV tiene
un efecto antiviral leve. No obstante, actiia sinérgicamente con el IFN-a a
través de su probable acciéon mutagénica, disminuyendo la proporcién de
recidivas y aumentando la tasa de RVS, especialmente en aquellos pacientes

dificiles de tratar.
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Figura 5. Mecanismo de accién de IFN y RBV.

1.3.2.2 Farmacocinética de la RBV

La RBYV penetra rdpidamente en el interior de las células eucaridticas.
De su fosforilacién intracelular, para formar estructuras nucleotidicas de
mono-, di- y trifosfato, depende la actividad antivirica. La farmacocinética de
la RBV conlleva tres fases: absorcidn, distribucién y eliminacién. Después de
una dosis oral la RBV es rdpidamente transportada via gastrointestinal, con un
tiempo de concentracién maxima (T,,x) de 1,5 horas. La biodisponibilidad de
la RBV es de un 50%. Se distribuye rdpidamente por casi todas las células del

organismo y tiene una fase de eliminacién muy lenta. Se acumula
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progresivamente después de multiples dosis, alcanzando a la cuarta semana
una concentracién estable. La vida media, como consecuencia de la lenta

eliminacién del compartimento celular, es de 298 horas.

La concentraciéon de RBV plasmdtica disminuye en la fase de
eliminacién, y tiende a salir de las células para mantener un gradiente de
concentracién intra-extracelular. El transporte de RBV a través de la
membrana plasmdtica celular se debe a un transportador sensible a los
andlogos de nucledsidos sintéticos. El transportador de nucledsidos es incapaz
de transportar la RBV fosforilada, lo que significa que en las células
nucleadas hay un proceso lento de desfosforilacion. Estas células incluyen a
los espermatozoides y 6vulos, lo que obliga a tomar medidas contraceptivas
por su efecto teratdgeno. Sin embargo, esto no ocurre en los eritrocitos. Por
tanto, en ausencia de desfosforilacidon, los eritrocitos se lisan para liberar la
RBV y dan lugar a la hemdlisis. Después de miiltiples dosis de RVB se ha
observado una acumulacién en los eritrocitos, que es 60-70 veces mayor que
en las células nucleadas, con una vida media de eliminacién que puede

alcanzar las 960 horas (40 dias).

La RBV en su mayoria es aclarada por el rifién, y las concentraciones
plasmadticas estdn determinadas por la funcién renal. Por tanto, la RBV se
deberia dosificar de acuerdo con 1la funcién renal. Jen y cols.* realizaron un
estudio clinico retrospectivo sobre la farmacocinética de la RBV en pacientes
con HCC en tratamiento combinado. Utilizaron 3.450 sueros de 1.105
pacientes, y demostraron que el peso corporal, género, edad y la creatinina
sérica afectaban el aclaramiento metabdlico de la RBV. Es necesario resaltar
que habitualmente los pacientes con HCC tienen una buena funcién renal y no
se modifica el aclaramiento de la RBV. En cambio, en los cirréticos
avanzados el rifién puede jugar un papel mas importante, y hay que tenerlo en

cuenta a la hora de tratar a los pacientes en el periodo pretrasplante.
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1.3.2.3 Dosificacion de la RBV

Ya se ha comentado la importancia de la dosis de RBV en relacién
con la RVS. En la prictica clinica con IFN-peg, en los pacientes con
genotipo-1 se dosifica segun peso, 1.000 mg/dia en los que tienen < 75 kg, y
1.200 mg/dia para los >75 kg. También se puede dosificar en mg/kg, al menos
es necesario una dosis >10,6 mg/kg. Esta tltima forma de dosificacién, quiza
mds exacta, es complicada en la préctica clinica, y los ajustes de la dosis con
las presentaciones actuales de 200 mg no facilitan una dosificacién en mg/kg:
Copegus® 200 mg, comprimidos con cubierta pelicular, los comprimidos no
se deben romper ni triturar; Rebetol® 200 mg, capsulas duras. En la actualidad
se ha propuesto la necesidad de comercializar comprimidos de 50 mg para el

ajuste de dosis mds dptimo.

En los pacientes con genotipo-2 y 3, a partir del estudio de
Hadziyannis y cols.”’, 800 mg de RBV asociado a IFN-peg o2a durante 24
semanas es suficiente. En la época del IFN-a los primeros estudios se
realizaron con una dosis de 800 mg de RBV y ya mostr6 su efectividad. Por el

. . . 48
contrario, una dosis de 600 mg no mejoraba la respuesta™.

La importancia de la dosis de RBV se reflejo en el estudio de Manns
y cols.* para el registro del IFN-peg 2b. No solo se observé una mayor tasa
de RVS en los pacientes que recibieron la mayor dosis de IFN-peg, sino que
también la RVS estaba relacionada con una mayor dosis de RBV. De acuerdo
con este andlisis la RVS se fue incrementando hasta una dosis de 13 mg/kg,
entre 13 y 15 mg/kg el aumento de la tasa de RVS era escaso y después de 15
mg/kg no aumentaba. En resumen, se podria afirmar que la dosis mds efectiva
de RBV oscila entre 11-13 mg/kg, que corresponde a 800-1.400 mg
dependiendo del peso. Los pacientes que recibieron una dosis de RBV >10,6
mg/kg presentaron una tasa de RVS del 61%; en cambio, si la dosificacién es

<10,6 mg/kg la RVS fue del 50%. Esto puede reflejar un menor peso en los
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individuos que respondian favorablemente. La importancia de la dosificacién
queda representado en la Tabla 3. En funcién del peso, un paciente puede
recibir dosis por kilo bajas o altas segtin el esquema de tratamiento actual.
As{, un paciente de 45 kilos con un tratamiento de RBV de 800 mg, recibe
casi 18 mg/k comparandolo con un paciente de 90 kilos que con la misma

dosis recibe sélo 8,8 que es una dosis subdptimo para alcanzar RVS.

Tabla 3. Dosificacion ideal de RBV

Dosificacion ideal de RBV

800 mg/dia < 50 Kg 13 +-2 mg/k dia
1000 mg/dia 50-75 Kg

1200 mg/dia >75Kg

Dosis RBV

La dosificacién maxima de la RBV ha sido de 1.400 mg, pero una
aproximacion interesante en el tratamiento de la HCC es aumentar la dosis de
RBYV para conseguir una mayor tasa de RVS. Se han ensayado dosis altas de
RBYV en pacientes con genotipo-1 VHC y alta carga viral tratados por primera
vez. En este estudio piloto de solo 10 pacientes se demostré que una dosis de

RBYV entre 1.600 y 3.600 mg/dia, asociado a la dosis estdndar de IFN-peg,



INTRODUCCION 49

conseguia una RVS en el 90%. Los efectos adversos fueron importantes y fue
necesaria la administraciéon de eritropoyetina en el 100% y transfusion
sanguinea en el 20% de los casos™. Este estudio, que deberfa ir dirigido a NR,
demuestra que aumentando la dosis de RBV se consigue incrementar la tasa
de RVS, sin embargo, es necesario ajustar una dosis Optima que no origine

tantos problemas de anemia.

1.3.2.4 Contraindicaciones de la RBV

El tratamiento combinado con RBV estd contraindicado en los
pacientes con insuficiencia renal avanzada, por sus caracteristicas
farmacocinéticas que inducen graves anemias hemoliticas. Ademds la RBV es
escasamente eliminada por la hemodidlisis. De hecho en la ficha técnica se
indica claramente que “la farmacocinética de la RBV se encuentra alterada en
los pacientes con disfuncién renal como consecuencia de una reduccién de su
aclaramiento. Aquellos pacientes con un aclaramiento de creatinina <
50ml/minuto no deben recibir RBV. Si la creatinina sérica aumenta a > 2
mg/dl, su administracion debe suspenderse. No obstante, hay alguna
experiencia con el tratamiento combinado en pacientes en didlisis con
infeccién por el VHC. Esto estd reservado a centros especializados, que
puedan mantener un control estricto de la Hb y que ajusten las dosis de RBV
segun las tasas plasmadticas. En esas experiencias limitadas se ha controlado la
anemia con eritropoyetina. En resumen, en la insuficiencia renal estd
contraindicado el uso de RBV y se puede administrar IFN en monoterapia,
aunque la incidencia de efectos adversos es mds alta que en pacientes IRC. En
los pacientes trasplantados el IFN-a estd contraindicado porque aumenta el

riesgo de rechazo.

La RBV estd contraindicada en pacientes con enfermedad cardiaca

grave, incluida la cardiopatia inestable. También hay que tener precaucién en
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la enfermedad pulmonar crénica y en la enfermedad cardiaca compensada, ya
que la anemia puede exacerbar los sintomas de disnea y cansancio y
descompensar estos procesos. Por tanto, se requiere un control mds estricto y
reducir la dosificacion de RBV. En la cirrosis descompensada, antes del
trasplante, seria ideal erradicar el virus, pero el manejo de estos pacientes es
muy complicado y las alteraciones hematoldgicas se ven incrementadas por el
hiperesplenismo de base; también estos pacientes se deben tratar en centros
especializados. Las hemoglobinopatias graves, como la talasemia mayor, son
otra contraindicacién. Por dltimo, la RBV no se puede usar durante el

embarazo ni durante la lactancia.

1.3.2.5 Efectos adversos de la RBV

Se trata de un farmaco caro y con efectos adversos importantes
relacionados con la dosis: anemia hemolitica, alteraciones gastrointestinales,
mialgias, prurito, tos, cefalea, sequedad de boca, sabor metélico, disnea,
degeneracion retiniana, cataratas subcapsulares, incremento del 4cido drico y

genotoxicidad °'.

Anemia

La incidencia de anemia en pacientes con HCC es elevada, siendo el
origen de la misma multifactorial abarcando desde la propia anemia por
trastornos crénicos, la derivada del tratamiento farmacolégico, el sangrado o

déficit nutricionales.

La anemia es una de las enfermedades hematoldgicas mds frecuentes
y tiene mdltiples implicaciones en el aumento de la morbi-mortalidad. La
presencia de anemia supone un marcado incremento de mortalidad

. . . . P S5
cardiovascular y de cualquier actuacion a nivel de dmbito quirtrgico™.
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El tratamiento combinado de IFN y RBV incrementa las tasas de
anemia secundaria a depresion de médula 6sea y hemdlisis respectivamente,
obligando a disminuir la dosis o incluso a la suspensién del mismo. Entre los
factores mds importantes en relacién con la anemia relacionada con el uso de
RBV estd la pérdida de adherencia al tratamiento debido a este efecto
secundario asi como la posterior disminucién de RVS. La disminucién de su
dosis o la suspension de la toma provoca una considerable alteracion de la
respuesta final al tratamiento. Al reducir la dosis de RBV, en las primeras 20
semanas de tratamiento (> 80% dosis inicial a <60%), también se reducia la
RVS, del 21% al 11%°°, aunque estos datos pueden ser sometidos a debate por

la existencia de otros estudios realizados.

En un metanélisis elaborado por Chang y cols.”, se aprecié un riesgo
del 9% de desarrollar anemia durante el tratamiento y se observo que el riesgo
era mayor en los estudios desarrollados en Asia. El tratamiento combinado de
IFN y RBV puede hacer que mas del 50% de los pacientes presenten astenia o
fatiga como sintoma principal™. La anemia puede liderar dichos
sintomas y puede exacerbar patologia de base cardiaca o pulmonar, asi como
afectar gravemente la calidad de vida®. El andlisis de varios estudios
publicados evidencia que el tratamiento combinado produce un
empeoramiento marcado de la astenia, incrementando en consecuencia los
indicadores de prediccién de suspension de tratamiento. La dosis de RBV es

fundamental a la hora de obtener una mayor RVS.

Miiltiples estudios han permitido obtener en cifras objetivas los
descensos de Hb durante el tratamiento asi como los porcentajes de
disminucién de dosis de RBV. Uno de ellos realizado por Sulkowski y cols.”’
sobre 595 pacientes evidencio el descenso de Hb en las primeras 2-4 semanas
de tratamiento con descensos medios entre 2 y 3 g/dl. De todos ellos, por lo
menos un tercio de los pacientes disminuyo el nivel de Hb basal en 25%, cay6

por debajo del 11% en un 33% y hasta en un 12% las cifras de Hb eran
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menores de 10 g/dl. Por sexo, las mujeres tenian 4 veces mads riesgo de

disminuir los valores de Hb por debajo de 10 g comparadas con los hombres.

Los efectos secundarios derivados del tratamiento obligan a
modificar dosis de RBV. Asi tenemos varios estudios que corroboran dichos
hechos. Fried y cols.™ estudiaron los efectos adversos de un grupo de 1.121
pacientes que recibieron tratamiento con IFN-peg a2a, a2b mias RBV y otro
o2a con placebo. En el 20% de los pacientes que recibieron IFN-peg y RBV

fue obligado modificar dosis debido a la presencia de anemia.

Entre los objetivos afiadidos en el estudio de anemia se encuentra el
encontrar factores que predispongan a la misma. En el metaandlisis de Chang
y cols. 3 la edad por encima de 50 afios, sexo femenino, bajo recuento
plaquetario (<150.000 ) y bajo peso (menores de 65 kilos) estaban
relacionados con un mayor riesgo de anemia severa y se sugiere que deben ser

sometidos a una monitorizacién mas estrecha durante el tratamiento.

Otro estudio muy interesante que volvia a enfatizar en la relacién de
la dosis de RBV con la anemia es el desarrollado por Hidetsugu y cols.” en
Tokio. Incluyé a 97 pacientes que fueron sometidos a tratamiento combinado.
Se trataba de confirmar los hallazgos de estudios previos que objetivaban el
descenso de Hb a partir de la 1* semana con estabilizacién posterior en la
cuarta y que la suspensiéon de la terapia provoca una elevacidon progresiva
hasta la cifras pretratamiento a las 3-10 semanas. Los efectos secundarios
fueron evaluados y en aproximadamente el 25% de los pacientes requirieron
ajuste de dosis por parte alguno de los farmacos. Entre las consecuencias
sacadas del estudio se encuentra que no hay diferencias en la concentracién
plasmatica de RBV y la forma de administracién de la dosis diaria (junta o
separada). Los niveles de Hb descendieron progresivamente en la primera
semana y estaban estrechamente relacionados con la concentracion de RBV.

Un andlisis de los factores que contribuyeron a disminuir la dosis o suspender
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la RBV aprecié que entre los mismos se encontraban el sexo femenino, ya
descrito en otros estudios, la concentracién de RBV en la primera semana y el
descenso de Hb. Sin embargo en este estudio, no se aprecié correlacion entre

concentracion de RBV y RVS como se objetivaba en otros estudios.

Entre dichos estudios se encuentra el realizado por Maynard y cols. ®
en el afio 2008 con 31 pacientes e intentando relacionar TPR asociadas a
RVS, y en este estudio si se observaron evidencias. Tras recibir dicho grupo
tratamiento combinado, destacando ademas la existencia en el mismo de 23
pacientes NR, se aprecié que concentraciones plasmaticas de RBV por encima
de 2 mg/dl en la semana 4 de tratamiento, son un buen predictor de RVS. Los
pacientes que presentaban a la semana 4 tasas mayores de 2 mg/l alcanzaban
el 100% de respuesta virologica precoz (RVP) a la semana 12 y tenian una
RVS alrededor del 80%. Asi, la media de concentracién de RBV en el grupo
que alcanzé respuesta sostenida era de 2.28 mg/l, en comparacién con las
cifras del grupo de NR donde la media era menor de 2, exactamente 1.62
mg/l. Tras realizar andlisis multivariante, dichos resultados eran
independientes del genotipo, recordar que el 1 tiene peores resultados con
respecto al 2 y al 3, de la carga viral y del tipo de paciente que recibid

tratamiento naive y no respondedor.

Por tltimo en un estudio llevado a cabo en Japén por Inoue y cols.”'
con 19 pacientes, se aprecié una fuerte correlacion entre los niveles
intraeritrocitarios de RBV, sus metabolitos fosforilados y la caida de niveles
de Hb y hematocrito (Figura 6). Tras recibir IFN-a-2a y RVB a dosis
estdndar, se apreci6 que niveles intraeritrocitarios mayores de 1000 uM se
asociaba a un marcado descenso de Hb en los dias 7 y 14 y hasta el 28 con el
posterior desarrollo de anemia. No se aprecid correlacion entre la dosis de
RBYV y el descenso de Hb. Como conclusién mas importante del estudio es
que el hematie juega un papel fundamental y se convierte en el principal

reservorio de la RBV y sus metabolitos, con vital importancia en el desarrollo



54 INTRODUCCION

de anemia.

_ C.,,-Cy(1-Ht)
rbc Ht

Crbc: Concentracién de RBV intraeritroditaria
Cw: Concentracion total RBV hematica
Cp: Concentracién de RBV en plasma

Ht: Hematocrito

Figura 6. Calculo de RBV intraeritrocitaria.

Algunas poblaciones son mdas susceptibles a la anemia, como la
cirrosis hepética por el hiperesplenismo, coinfectados por VIH y los pacientes
con trasplante hepaticos. En este dltimo grupo hasta un 81% de los pacientes
pueden presentar una Hb <10 g/dL. En el 12% a 17% de los coinfectados hay
que suspender el tratamiento, casi un 5% presentan una Hb inferior a 8 g/dL, a
pesar de las dosis bajas de RBV. También hay que evitar el tratamiento

conjunto con zidovudina, ya que incrementa el riesgo de anemia hemolitica.

¢ Mecanismo de produccion de anemia

Como hemos comentando el tratamiento combinado contribuye al
desarrollo de la anemia. El IFN produce depresion de médula ésea y es
causante de neutropenia, trombopenia y anemia, aunque ésta dltima es mas

ocasional y la causa fundamental de la misma es por la RBV. El mecanismo
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de produccién de anemia por parte de la RBV es hemolitico y dosis
dependiente. El efecto es reversible y desaparece a las 4-8 semanas de

suspender el tratamiento.

Después de entrar la RBV en el interior del hematie, gracias al
transportador ENT-1, es fosforilada lo que conlleva una disminucién de
adenosina trifosfato. El acimulo de derivados fosforilados en el interior del
hematie produce un descenso marcado de ATP junto a los niveles de
adenosina ya comentados. La concentraciéon de RBV plasmadtica disminuye en
la fase de eliminacién y tiende a salir de las células eritrocitarias para
mantener un gradiente de concentracién intra-extracelular. Este transporte de
RBYV a través de la membrana plasmadtica celular se debe a un transportador

sensible a analogos de nucleésidos sintéticos™.

El transportador de nucledsidos es incapaz de transportar la RBV
fosforilada en las células anucleadas, como los eritrocitos, y es probable que
ello sea debido a que las células anucleadas carezcan de las enzimas
necesarias para la desfosforilacion como podria ser el caso de las 5°
nucleotidasas o de la fosfatasa alcalina. Por tanto, en ausencia de
desfosforilacidn, los eritrocitos se lisan para liberar la RBV y dan lugar a la
hemdlisis. Después de midltiples dosis de RVB se ha observado una
acumulacién en los eritrocitos, que es 60-70 veces mayor que en las células
nucleadas, con una vida media de eliminacién que puede alcanzar las 960
horas (40 dfas)“. Los niveles séricos de RBV podrian tener relacién con el
aumento de efectos adversos. Un hallazgo curioso fue descrito por Homma y
cols. *, y ya comentado previamente, al apreciar que la marcada elevacién de
metabolitos fosforilados de RBV en el interior del hematie estaba muy
asociada al descenso de Hb, aunque la concentracién de Hb durante los
primeros dias no se objetivara. La causa de este hallazgo podria estar en que
casi toda la RBV absorbida en la primera semana es almacenada en los

hematies, y si los niveles de RBV plasmaticos son altos se produce una
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distribucion répida por otros 6rganos con la consecuente aparicion de efectos
adversos de forma precoz. También el almacenaje en el interior del eritrocito,
puede hacer que no sea fécil calcular los niveles reales de RBV plasmadtica. En
Figura 7 se representa el mecanismo de produccién de anemia hemolitica por
RBYV. La membrana del eritrocito es susceptible al estrés oxidativo resultando
una hemolisis extravascular. También la RBV induce anemia a través de la
supresion de la eritropoyesis. Otro mecanismo es la toxicidad mitocondrial
cuando se asocia con otros andlogos de nucledsidos como sucede en el

tratamiento de pacientes coinfectados por VIH y VHC %,

Se han descrito algunos factores que influyen en hemolisis inducida
por la RBV, como el nivel de plaquetas previo al tratamiento, el fenotipo de la
haptoglobina y la administracién conjunta con IFN. El IFN-a puede
contribuir a la anemia por su efecto supresor sobre la hematopoyesis y por la
inducién de hemolisis inmune asi como acelerar el proceso de apoptosis de
células precursoras. No obstante, la anemia relacionada exclusivamente con el

IFN-a es muy rara.
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1 ) ENTRADA DE RBV 2 ) FOSFORILACION

Ribavirina

Mono y Trifosfato RBV

AUMENTO ]
3 CONCENTRACION
METABOLITOS

FOSFORILADOS
4 SALIDA POR GRADIENTE

( > LISIS DEL HEMATIE

Figura 7. Mecanismo de produccién de anemia hemolitica por RBV.

¢ Manejo de la anemia

Existen multiples opciones para el manejo de la anemia en el
tratamiento combinado de la enfermedad. Uno de los objetivos prioritarios
seria intentar mantener las cifras de Hb en rangos mayores a los 10 g/dl asi
como prevenir el descenso de Hb. Lo ideal en el tratamiento es intentar
mantener una dosis de RBV mayor de 10.6 mg/k que como hemos
comentando se asocia a mayores tasas de RVS. La disminucidén de la dosis de
RBYV a 600 mg/dia deberia aplicarse cuando tengamos cifras de Hb de 10 g/dl,
y la suspensiéon de la misma llegaria cuando alcanzara los 8.5 g/dl. La
transfusién sanguinea, raramente es utilizada para corregir la anemia durante
el tratamiento. De todos modos en caso de precisarla, suele estar indicada

cuando la Hb est4 alrededor de los 10 g/dl (Tabla 4).
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Tabla 4. Manejo de efectos secundarios hematopoyéticos

HALLAZGO NIVELES AJUSTE

Hb < 10 g/dl Bajar RBV a 600 mg o EPO 40.000-
ANEMIA 60.000 Ul/semana
Hb<8.5¢g/dl  Suspender RBV
<750 cel/ mm®  Bajar IFN-peg a 135 pg o Filgastrim®-G-
NEUTROPENIA CSF* 150-300 pg
<500 cel/mm’  Suspender RBV

TROMBOPENIA  50.000cel/ mm®  Bajar dosis IFN-peg a 135 ug

G-CSF*: factor estimulante colonias de

granulocitos

Fisioldgicamente cualquier situacién de hipoxia tisular es percibida
por los tibulos renales y dicho estimulo permite la produccién y secrecion de
Eritropoyetina (EPO) por parte de los rifiones. La concentracién en sangre de
EPO aumenta de forma progresiva cuando se produce una caida en las cifras
de Hb por debajo de 15 g/dl. A continuacién, la EPO produce un estimulo en
la médula 6sea con el aumento de formacién de hematies secundario al
aumento de la mitosis y la inhibicién de la apoptosis de los mismos.
Comercialmente recibe el nombre de Epoetin alfa o Darbepoetin alfa y la
dosis y forma de administracion suele ser de 40.000 unidades por via
subcutdnea una vez a la semana. El tiempo requerido para incrementar las
cifras de Hb una vez administrado el formaco va desde 2 a las 6 semanas. La
administracion de EPO es una de las alternativas para el tratamiento de la
anemia asociada a tratamiento combinado, y ya ha sido empleada
anteriormente con éxito en la IRCY, y en el tratamiento de anemia secundaria

a neoplasias y en el VIH.
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Tres estudios han evaluado el uso de EPO en el manejo de la anemia.
El primero desarrollado por Dieterich y cols. ® comparé EPO a dosis de
40.000 unidades vs tratamiento estdndar de anemia en un grupo de 64
pacientes. Los pacientes que recibieron EPO incrementaron los niveles de Hb
y mantuvieron sus dosis de RBV durante el tratamiento. A la semana 16, los
pacientes tratados con EPO tuvieron cifras de Hb de 14.2 g/dl comparado con
los 11.2 g/dl del grupo que no la recibié. A su vez la dosis de RBV en el
primer grupo fue de 805 mg vs 707 del segundo. Sdélo el 5.7% de los pacientes
que recibieron EPO tuvieron que reducir dosis en comparacién con el 33%

que no la recibid.

El segundo estudio realizado por Afdhal y cols. ® se realizé con 185
pacientes y se evidencié también que los pacientes con EPO eran capaces de
mantener el 88% de la dosis de RBV frente al 60% que recibié placebo. Los
niveles de Hb fueron de 13 g/dl en el grupo EPO vs 10.9 del placebo. A su
vez se objetivd una mejora en la calidad de vida refiriendo los pacientes
mayor energia, vitalidad y actividad fisica, tras puntuacién score valorada por
test. Lo Unico que se echa en falta es apreciar si todos estos hallazgos se

relacionan con una mejora en las tasas de RVS.

La mejoria de la calidad de vida vuelve a ser confirmado en el estudio
prospectivo realizado por Pockros y cols. 7 junto a la evidencia de que los
pacientes con HCC, presentan una peor calidad de vida que la poblacién
general. En la actualidad no hay un claro consenso a la hora de clarificar
cuando es el mejor momento para pautar EPO. Las estrategias podrian ir
desde el uso de la misma cuando la Hb baja a niveles cercanos a 10 g/dl, u
otra mds agresiva que seria el uso de EPO cuando las cifras de Hb bajen
rdpidamente a 12 g/dl. Otros autores van mds alld y plantean su uso de forma

profilactica en pacientes con factores de riesgo cardiovasculares.
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En resumen, el uso de EPO mejora la adherencia al tratamiento,
mantiene altos los niveles de Hb, mejora la calidad de vida de los pacientes,
ya de por si disminuida, y lo mds importante, permite mantener la dosis de
RBYV lo que se asocia a mayores tasas de RVS, aunque dicho hallazgo no se
halla confirmado en los estudios. Entre los efectos secundarios mencionar el
mayor riesgo de trombosis y de hipertensién arterial, aunque los mas
frecuentes son las nduseas y cefalea. En lineas generales es bien aceptada y
tolerada por los pacientes. El uso de EPO podria ser una gran alternativa en
pacientes con fibrosis y en los que los efectos secundarios del tratamiento

obliga a disminuir dosis o suspender el mismo.

¢ Nuevas alternativas terapéuticas

Existe en la actualidad otras alternativas en el tratamiento del VHC
que disminuyen la tasa de anemia. La viramidina es un profdrmaco de la RBV
que en el higado se convierte en RBV por accién de la adenosindeaminasa
hepética. La RBV y viramidina son rdpidamente eliminadas, sus moléculas y
los metabolitos son excretados por el rifién y tienen una T, de 1,5-3 h.
Experimentalmente, la retencién hepdtica de la RBV derivada de una dosis
oral de viramidina, es 3 veces mayor que la RBV oral. En cambio, la
concentracion de fosfatos de RBV en los hematies es mucho menor, de ahi

que se pueda mantener una concentraciéon mds estable de Hb.

La viramidina es un fiarmaco seguro y se tolera bien. Los efectos
adversos con dosis de 200, 600 y 1200 mg fueron: 0, 26 y 50%,

respectivamente; la mayoria leves y desaparecieron sin secuelas’'.

En una revisién sobre profarmacos y andlogos RBV publicada por
. 72 . . . [ . . g
Gish "%, se aleatorizaron los pacientes en varios brazos para recibir: viramidina

400, 600 u 800 mg dos veces al dia y RBV 1.000-1.200 mg/dia. La RVS fue
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algo menor en los tratados con viramidina, aunque no estadisticamente
significativa: RVS de la viramidina 23%, 37% y 29%, respectivamente, y en
el brazo de RBV del 44%. La anemia se presentd con menos frecuencia en el
grupo de la viramidina que en la RBV (4% frente a 27%, P<0,001). La
incidencia de anemia fue en los brazos de la viramidina del 0%, 2% y 11%,
respectivamente; en el grupo de la RBV fue del 27%. Basados en estos datos

se consider6 que la mejor dosis para futuros estudios seria de 600 mg/12 h.

Otra alternativa es la levovirina es la L-enantiomero de la RBV y no

origina anemia hemolitica. Tiene una actividad inmunomoduladora similar a

la RBV, pero no tiene actividad antiviral directa. El desarrollo de la levovirina

se suspendid por la pobre actividad antiviral.

1.3.3. Tratamiento combinado con IFN y RBV

1.3.3.1 Patrones de respuesta al tratamiento

® Respondedores: obtienen respuesta viroldgica con RNA indetectable

® NR o respondedores nulos: no son capaces de alcanzar respuesta y es

detectable RNA viral que obliga a suspender tratamiento.

® Breakthrough y recidivantes: ambos presentan respuesta viroldgica

inicial; en el caso del breakthrough la pierden durante el tratamiento y
los recidivantes presentan tras haber respondido durante el
tratamiento, positivizacién de carga viral una vez terminado el

mismo.
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RESPUESTA VIROLOGICA RAPIDA (RVR)

La semana 4 tiene especial relevancia como factor predictor de buena
repuesta durante el tratamiento (Figura 8). Una negativizaciéon de la carga
viral en dicha semana se denomina respuesta viroldgica rdpida (RVR), y se
asocia a una tasa de RVS practicamente del 90%. Los genotipos 2 y 3, tienen
mejor respuesta a tratamiento combinado ya que el 66% de los mismos
alcanzan RVR y posteriormente obtienen tasas de RVS del 75-80%. Por el
contrario, sélo el 15% de los pacientes con genotipo-1 obtienen RVR con la
consiguiente disminuciéon de RVS. Los datos obtenidos fueron evidenciados

tras el estudio retrospectivo realizado por Ferenci y cols.”.

Todo ello tiene especial importancia ya que alcanzar RVR, permitiria
en muchos pacientes disminuir dosis o incluso llegar a suspender la RBV,
permitiendo seguir con tasas de RVS cercanas al 90%; se evidencié en

pacientes con genotipo-1 en el estudio realizado por Bronowicki y cols.”.

RESPUESTA VIROLOGICA PRECOZ (RVP)

Se define como la negativizacién de la carga viral por debajo de 50
Ul/ml o la caida de la misma mds de 2 logaritmos en la semana 12. Los
pacientes que no obtienen la RVP se denominan NR (Figura 9) y no deben
continuar el tratamiento por lo que se ha definido que la RVP tiene un alto
valor predictivo negativo. La RVP se considera un buen marcador de no
respuesta, pero no predice sin embargo la RVS. Del 80% de pacientes con
genotipo-1 que obtienen respuesta en la semana 12, sélo el 65% obtendran

respuesta sostenida.



INTRODUCCION 63

RESPUESTA VIROLOGICA PRECOZ COMPLETA

Se define como la negativizacion de la carga viral en la semana 4 y
12. Aproximadamente el 35% de los pacientes negativizan la carga en este

periodo.

RESPUESTA FIN DE TRATAMIENTO (RFT)

Se define como respuesta virolégica al finalizar el tratamiento. Si se
ha obtenido la misma se debe solicitar carga viral a los 6 meses para

comprobar si existe RVS.

RESPUESTA VIROLOGICA SOSTENIDA (RVS)

Persistencia de RNA negativo a los 6 meses de terminar el
tratamiento. La RVS depende de los distintos genotipos. Asi podemos obtener
tasas alrededor del 80% en genotipos 2 y 3, y del 50% en genotipo-1. El
genotipo 4, menos prevalente, presenta tasas de curacién intermedias entre

ambos estimandose en un 65%.

RESPONDEDORES LENTOS

Corresponde a los pacientes que presentan negativizacion de la carga
viral por debajo de 50 Ul/ml entre la semana 12 y 24. Existe un 15% de los
pacientes con genotipo-1 que presentan esta caracteristica y han sido objeto de
debate en los dltimos afios a la hora de estudiar cudl es el tratamiento mas
correcto para este grupo. Es de vital importancia durante el tratamiento,
reconocer el punto exacto en el que los pacientes presentan niveles
indetectables de RNA viral para valorar la continuidad o no del tratamiento

(Figura 8).
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Figura 8. Patrones de respuesta virolégica rapida y respondedores lentos.

RESPUESTA VIROLOGICA PARCIAL

Se define como la caida de 2 log de carga viral en la semana 12 con

presencia de RNA detectable en la semana 24 ( Figura 9).
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Figura 9. Patrones de NR y respuesta viroldgica parcial
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BREAKTHROUGH Y RECIDIVANTES

Los dos conceptos implican la reapariciéon de carga viral después de
haber llegado a tener niveles indetectables en el suero durante el tratamiento
(Figura 10). En el primero, también denominado “rebote virolégico”, la carga
viral se eleva tras haberse negativazo en algiin momento del tratamiento,
mientras que la recidiva es la elevacion de la carga tras haber tenido RFT y
ésta suele ocurrir en los primeros meses una vez cumplido el tratamiento
combinado. La presencia de recidiva es una caracteristica de los

respondedores lentos.

Entre las causas de recidiva, aparte de la suspension o disminucidn de
la dosis durante el tratamiento, se encuentra el inicio de tratamiento con dosis
insuficientes de RBV o no haber prolongado el tratamiento en caso de haberse
tratado de respondedores lentos. Evidencias de varios estudios demuestran
que los pacientes que empezaron el tratamiento con altas dosis de RBV,
tuvieron menor porcentaje de recidivas. En el caso de la aparicién de anemia,
el uso de EPO no se asocia a mejorfa de RVS ni en este caso a disminucién de

o qe 75
las tasas de recidiva’.
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Figura 10. Patrones de breakthrough y recidiva.
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1.3.3.2 Tratamiento combinado de la hepatitis C crénica (HCC)

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

del IFN-peg en asociacién con la RBV (Figura 11).

En un ensayo aleatorizado muy importante, publicado en NEJM en
1998 *! en una muestra de 912 pacientes con HCC, se comparo la eficacia del
IFN o en monoterapia o en combinacién con RBV (1.000-1.200 mg/dia)
durante 24 6 48 semanas. Este estudio demostré claramente que el tratamiento
combinado durante 48 semanas era el mds efectivo: la RVS con IFN fue del
6% en el tratamiento corto y del 13% en el largo, mientras que la RVS con el
tratamiento combinado fue del 31% y del 38%, respectivamente. Pero quizas
el aspecto mds significativo fue que la proporcién de pacientes recidivantes
con IFN o fue mayor que con el tratamiento combinado: al suspender el
tratamiento, se observé una tasa de recidivas del 46% en el grupo de IFN a
frente al 24% con IFN o y RBV *'. Por tanto, la mayor tasa de RVS con el
tratamiento combinado estaba relacionada con una mayor RFT y una menor

proporcidn de recidivas.

La contribucién de la RBV en el tratamiento del VHC es que consigue
una mayor tasa de RVS al disminuir la proporcién de recidivas. Hay que
destacar este punto, pues hasta que no se descubran nuevos firmacos capaces
de curar a los NR al tratamiento, que son muy resistentes, la tnica
oportunidad que tenemos para mejorar nuestros resultados es conseguir
reducir la tasa de pacientes que parece que van a responder, sin embargo,

cuando se suspende el tratamiento se reactivan.
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O INF pegilado a-2a 180 pg/semana
B INF pegilado o-2a 180 pg/semana mds RBV 1000 - 1200 mg/dia
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29%
19%
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Figura 11 "°. Aumento de las tasas de RVS por la prevencién de recaidas en
pacientes con HCC tras la adicién de RBV durante 48 semanas al tratamiento
con IFN-peg a-2a.

Tres grandes estudios han evaluado la combinacién de IFN-peg mds
RBV * ** 77 cuyos resultados se resumen en la Tabla 5. Las principales

conclusiones fueron las siguientes:

En primer lugar, las tasas de RVS fueron casi idénticas con IFN-peg
0-2b (54%) que con IFN-peg a-2a (56%) en combinacioén con RBV, y fueron
significativamente mds elevadas que cuando se empleaba IFN estindar mds
RBV. En los estudios realizados con IFN-peg a-2b se demostré que las tasas
de RVS eran dependientes de la dosis de RBV, estableciendo la dosis de 10.6

mg/kg como la recomendada.

También se observd que el beneficio terapéutico aportado por la
combinacién de IFN-peg y RBV (en comparaciéon con IFN estindar més
RBV) diferia segtin los distintos subgrupos de pacientes; asi, cuando se

empleaba IFN-peg a-2b aumentaba significativamente la tasa de RVS en
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pacientes con genotipo-1 y baja carga viral, pero no en aquellos con genotipos
2 6 3 y elevada carga viral, mientras que cuando se empleaba IFN-peg a-2a
los incrementos en las tasas de RVS eran mds limitados en comparacién con

el IFN o-2a estandar.

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

elevadas (1.000-1.200 mg/dia) de RBV.
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Tabla 5. Ensayos aleatorizados con IFN-peg mas RBV
a RFT RVS
Autor Pauta terapéutica N
P (IC 95%) (IC 95%)
M IEN-02b, 3 mU/dia + RBV 505 | 54% (49-58) 47% (42-51)
anns y 1 (1.000-1.200mg)durante 48
COlS.,2001 sem
IFN-peg o2b, 1,5ng/kg/sem + 514 56% (52-60) 47% (43-52)
RBV (1.000-1.200mg) durante
4 sem y luego 0,5ug/kg/sm +
RBV (1.000-1.200mg) durante
44 sem
IFN-peg o2b, 1,5ug/kg/sem + | 511 | 65% (61-69) 54% (49-58)
RBV (800mg/dia) durante 48
sem
Fried IEN-02b, 3 mU/dia + RBV 444 | 52% (47-57) 44% (40-49)
ried y s | (1.000-1.200mg) durante 48
COlS.,2002 sem
IFN-02a, 180ug/sem + 224 | 59% (53-66) 29% (24-36)
placebo durante 48 sem
IFN-02a, 180ug/sem + RBV
(1.000-1.200mg) durante 48 453 | 69% (65-73) 56% (52-61)
sem
Genotipol | Genotipo 2/3
Hadziyannis | IFN-02a, 180pg/sem + RBV 207 | Nodisponible | 299% (21-38) | 78% (70-85)
ycols.2002 7 | (800 mg) durante 24 sem
IFN-02a, 180ug/sem + RBV 361 | Nodisponible | 40% (34-46) 73% (64-80)
(800mg) durante 48 sem
IFN-02a, 180ug/sem + RBV 280 | Nodisponible | 41% (32-50) 78% (71-84)
(1.000-1.200mg) durante 24
sem
IFN-02a, 180ug/sem + RBV 436 | Nodisponible | 51% (45-57) | 77% (70-83)

(1.000-1.200mg) durante 48
sem

N: nimero de pacientes; RFT: respuesta fin de tratamiento,

RVS: respuesta viroldgica sostenida.
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En base a los resultados de estos estudios, ambas formas de IFN-peg
fueron aprobadas en los Estados Unidos y en Europa para el tratamiento de la
HCC. La recomendacion actual es emplear la combinacién de IFN-peg mas
RBYV en todos los casos de HCC, excepto en aquellas situaciones en las que la
RBYV esté contraindicada. La dosis recomendada de IFN-peg a-2a es 180
lg/semana, independientemente del peso corporal, mientras que la
dosificacién de IFN-peg a-2b se debe ajustar al peso, debiendo administrar
1,5 pg/kg/semana. La dosis de RBV y la duracion del tratamiento deberia
decidirse en funciéon del genotipo viral. Pacientes “faciles de tratar”
(genotipos 2 6 3) deberian recibir una dosis fija de 800 mg/dia de RBV
durante 24 semanas, mientras que aquellos “dificiles de tratar” (genotipo-1 y,
probablemente el 4) deberian recibir una dosis completa de RBV (1.000-1.200
mg/dia segin el peso sea superior o inferior a 75 kg) y durante 48 semanas

(Tabla 6).

Tabla 6. Tratamiento de la hepatitis C crénica

DURACION
GENOTIPO DOSIS IFN-peg DOSIS de RBV
(semanas)
IFN-peg a-2a <75 kg: 1000 mg/dia 43
180 pg/semana >75 kg: 1200 mg/dia
1 <65 kg: 800 mg/dia
IFN-peg a-2b 65-85 kg: 1000 mg/dia 43
1,5 pg/kg/semana 86-105 kg: 1200 mg/dia
>105 kg 1400 mg/dia
IFN-peg a-2a
800 mg/dia 24
180 pg/semana
2/3
IFN-peg a-2b
800 mg/dia 24
1,5 pg/kg/semana
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Recientemente se han dado a conocer los resultados del estudio
IDEAL™. Tres mil setenta pacientes con genotipo-1 del VHC fueron
distribuidos aleatoriamente en tres grupos de tratamiento: IFN-peg a-2b (1,5
pug/kg/semana) y RBV (800-1400 mg/dia), IFN-peg a-2b (1 pg/kg/semana) y
RBV (800-1400 mg/dia) y, por ultimo, IFN-peg a-2a (180 pg/kg/semana) y
RBYV (1000-1200 mg/dia) durante 48 semanas y un periodo de seguimiento de
24 semanas tras el tratamiento. En este estudio se han comparado dos dosis
distintas de IFN-peg a-2b (1 ug/kg/semana y 1,5 pg/kg/semana) y no se han
observado diferencias en los pardmetros de eficacia y seguridad entre ellas.
Estos hallazgos son interesantes, ya que podrian abrir perspectivas futuras de
planteamiento terapéutico a menor dosis con IFN-peg a-2b. Por otro lado, la
tasa de RFT (en la semana 48) fue mayor con IFN-peg a-2a, aunque no hubo
diferencias significativas desde el punto de vista estadistico en la RVS entre
los dos IFNs pegilados, dado que la tasa de recidivas fue mayor con IFN-peg
a-2a. Estas diferencias no pudieron ser explicadas por una distinta exposicion

a RBV entre ambos grupos de tratamiento’®.

También se ha comenzado a evaluar la posible eficacia del IFN-peg
en los pacientes con cirrosis hepdtica. Las tasas de RVS con IFN estandar en
los pacientes con cirrosis son de alrededor del 6%, mientras que el IFN-peg
incrementa las tasas de RVS al 29%79, si bien los estudios realizados con este
subgrupo de pacientes son aun escasos. Distintos estudios han comunicado
resultados que sugieren que en los pacientes cirréticos tratados con IFN puede
disminuir la progresion de la fibrosis hepdtica, incluso en los pacientes NR, y
evitar el desarrollo de CHC. La mayoria de los estudios son retrospectivos y
no controlados por lo que parece necesario esperar a la realizacién de ensayos
clinicos aleatorizados con un nimero suficiente de pacientes para establecer
definitivamente la influencia del tratamiento con IFN en el desarrollo del

CHC.
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1.3.3.3. No respondedores

En los pacientes que no respondieron o recayeron tras la monoterapia
con IFN estdndar, el retratamiento con dosis adecuadas de IFN-peg mds RBV

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

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

habian recibido monoterapia®.

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

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

Un estudio reciente ha analizado la eficacia y la seguridad del
retratamiento con IFN-peg a-2a y RBV en pacientes que no habian
respondido al tratamiento con IFN-peg a-2b y RBV¥. El estudio incluy6 a
950 pacientes, de los que mds del 90% estaban infectados por el genotipo-1.
Los pacientes fueron aleatorizados en 4 grupos para recibir tratamiento
durante 48 o 72 semanas con dosis estandar (180 pg/ semana) de IFN-peg o
con una dosis doble (360 pg/ semana) durante las primeras 12 semanas. Se
administré una dosis de 1.000-1.200 mg/dia de RBV. Aunque la respuesta a
las 12 semanas fue superior en los pacientes tratados con una dosis inicial

elevada de IFN, la RFT fue similar en todos los grupos. Sin embargo, la tasa
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Ode recaida fue menor en los pacientes tratados durante 72 semanas. La
diferencia alcanz6 significacion estadistica cuando se agruparon los pacientes

segtin la duracién del tratamiento.

Un estudio ha explorado la eficacia y la seguridad del retratamiento
de pacientes NR al IFN-peg y RBV utilizando dosis diarias de IFN consenso y
RBV™. El 94% estaban infectados por genotipo-1 y el 59% tenia fibrosis
hepdtica avanzada. Los pacientes recibieron tratamiento durante 48 semanas
con RBV y con dosis de 9 o 15 pg/dia de IFN consenso y la tasa de RVS fue
baja, del 5 y el 10% respectivamente.

Todos los estudios precedentes indican que la probabilidad de
conseguir erradicar la infeccidén en los pacientes que no han respondido a un

primer tratamiento es realmente baja.
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14. FACTORES PREDICTIVOS DE RESPUESTA AL
TRATAMIENTO ANTIVIRAL

Existe una serie de factores que pueden influir en la respuesta al
tratamiento entre los distintos pacientes. Unos factores son fijos y dependen
del virus o del huésped, y otros son modificables como podria ser el abuso de
alcohol o aspectos psicolégicos pudiendo afectar a la adherencia y a la

posterior RVS. A continuacién procedemos a describirlos:

e Factores no modificables:

Factores Virales

El genotipo viral representa uno de los mejores factores predictivos de
respuesta al tratamiento. Los genotipos 2 y 3 presentan una tasa de respuesta
del 82%, siendo mejor en el genotipo 2, compardndolo con los pacientes con

genotipo-1 que son los més prevalentes (51%).

La carga viral basal pretratamiento constituye otro factor relacionado
con la respuesta. Una carga viral basal menor de 600.000 Ul/ml tanto en
genotipos 2 y 3 como en 1, permite obtener mayores posibilidades de

curacion, aumentado incluso éstas cuando se asocia a RVR en la semana 4.

La presencia de una poblacién de VHC mutante que recibe el nombre

. . 21, 83, 84, 85, 86
de cuasiespecies

y la existencia de mutaciones en regiones del
genoma del VHC (proteina no estructural 5 A-NS5A)*', influyen

negativamente en la respuesta al tratamiento.
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Factores del Huésped

La edad, el sexo y los distintos grupos étnicos' condicionan la
respuesta al tratamiento combinado. La edad avanzada se establece como un
factor de mal prondstico, que queda confirmado en un estudio realizado por
Foster y cols.” en el que se comprob6 que una edad de menos de 20 afios en
el comienzo del tratamiento, se asocia a altas tasas de RVS. El sexo masculino
y la raza negra presenta peor respuesta. Los pacientes de origen asidtico®®"
presentan tasas mds altas de respuesta que los latinos, caucdsicos o los
afroamericanos. Por motivos que todavia no estdn claros, los afroamericanos’
tienen una peor respuesta al tratamiento obteniendo RVS en un 19%
comparado con el 52% de los caucdsicos. Entre las hipdtesis que se barajan
podria estar la existencia de polimorfismos génicos, una mayor resistencia al
IFN, o la mayor presencia de genotipos 1 en esta raza. También se aprecia la

existencia de mayor sobrecarga férrica y actividad inflamatoria 1128B en los

hallazgos histolégicos.

Polimorfismos genéticos. Muy recientemente, un cambio de
nucleétido simple (SNP, single nucleotide polymorphism), en rs12979860, en
el cromosoma 19q13, se ha asociado fuertemente con la RVS del tratamiento
con IFNpeg y RBV en una cohorte de aproximadamente 1600 individuos *'.
Esta variante gendémica se localiza cerca del locus de la IL28B, el cual
codifica para los IFN- A o IFNs tipo III. La variante es un cambio de citosina
por timina (C>T) en rs12979860. Estos datos han sido corroborados por otros
autores *> . De acuerdo con todos los resultados obtenidos en estos tltimos
meses, se ha llegado a la conclusién de que este polimorfismo es el mejor
marcador genético que predice la respuesta al tratamiento combinado

IFNpeg/RBYV, incluso mejorando a los factores virales ya conocidos.
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e Factores modificables

La via de transmision es un factor importante a la hora de obtener
respuesta. En los casos de transmisién esporddica o desconocida, y la via
endovenosa en los casos de ADVP (adiccién a drogas por via parenteral), se

. . . 5
aprecia una mejor respuesta al tratamlent094’ o

. La explicacion podria deberse
a que los pacientes infectados por transfusién de hemoderivados, suelen estar
afectados por los genotipos 1b, en contraposicién con los ADVP en los que la
prevalencia de éstos es menor. La ADVP no condiciona un descenso
significativo en las tasas de RVS***™®, Por todo lo mencionado los pacientes

99,100

drogadictos pueden obtener buenas respuestas al tratamiento , siempre y

cuando presenten mayor adherencia al mismo.

El abuso de alcohol se asocia a peor cumplimiento de tratamiento con
la consiguiente disminucién de la respuesta. Hasta un 23% de los pacientes
alcohdlicos presentan anticuerpos para el VHC. Si se comparan las tasas de
respuesta en un estudio'”' realizado en pacientes con antecedentes de
alcoholismo y que presentan 6 meses de abstinencia, la RVS fue del 33% en
este grupo comparada con el 9% del grupo que bebia mds de 70 g/dia. El
alcohol produce ademds un aumento de la actividad inflamatoria con un

3 . .
102.103.10% o 3 1q historia

aumento significativo de la fibrosis y una peor evolucién
natural. Otros mecanismos postulados en una menor respuesta seria la
interaccién que ejerce el alcohol sobre el efecto antiviral del IFN, o la mayor
. . . . 35 .
produccién de cuasiespecies virales '*'%. Por lo tanto, al igual que en el
grupo de los ADVP, se establece una recomendacion de abstinencia de 1 o 2
~ 107 . . ..
aflos” ' y un compromiso por parte del paciente del correcto cumplimiento del

tratamento.
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Factores metabolicos

El peso corporal influye de forma negativa al modificar el volumen
del farmaco por la superficie corporal e influyendo en la concentracién
efectiva final del mismo. La obesidad, se establece como un factor de
respuesta negativa. Por los motivos referidos, una dosis fija en el tratamiento
reduce la biodisponibilidad del farmaco con la consiguiente menor tasa de

respuesta. Esto quedd confirmado en un estudio'®

en 253 pacientes que
recibieron tratamiento combinado, y en el que se establecié que el sobrepeso

condiciona de forma negativa una respuesta sostenida.

Entre los factores metabdlicos que influyen a la hora de obtener
respuesta se encuentran la esteatosis hepatica y la sobrecarga de hierro. La
esteatosis hepdtica, condiciona una peor respuesta al tratamiento. En un
estudio realizado por Tarantino y cols.'”, la presencia de esteatosis hepitica,
sobrecarga de hierro y mayores indices de fibrosis, era objetivado en el grupo
de los NR. La resistencia a la insulina parece ser el mecanismo fisiopatolégico
implicado segiin quedé demostrado por Camma y cols.''’, en el que se analizé
291 pacientes no diabéticos, y se aprecidé una estrecha relacién entre la
resistencia a la insulina y la esteatosis. Sin embargo, de forma paraddjica, la
presencia de esteatosis asociada al genotipo 3, no condiciona una peor
respuesta'''. En pacientes con HCC la esteatosis no sélo se relaciona con
fibrosis avanzada sino que también afecta a la regresién de la fibrosis'? y

.. . . . .. 113.114
condiciona resistencia al tratamiento antiviral > .

El estado avanzado de fibrosis hepdtica es un factor negativo en la
respuesta al tratamiento. Asi, en pacientes con cirrosis establecida, la tasas de
remision viroldgica son menores que en pacientes que no presentan un dafio

hepético tan avanzado.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 Hipotesis

El tratamiento establecido para el VHC es IFN-peg mids RBV, no
obstante casi la mitad de los pacientes se consideran NR. Segtn los diferentes
ensayos clinicos, la RBV se dosifica segtin peso o con dosis fijas. Se sabe que
es necesaria una dosis alta de RBV para alcanzar una alta tasa de respuesta
sostenida, sobre todo en los pacientes con genotipo-1 y una carga viral alta,
que son los mds resistentes al tratamiento. También se conoce que el efecto
adverso mds importante de la RBV es la anemia, que se relaciona con la dosis

y que puede obligar a reducirla o suspenderla.

Los estudios que relacionan las TPR con la respuesta al tratamiento y
con la toxicidad son escasos, la mayoria retrospectivos e incluyen pocos
pacientes, y aquellos en los que el nimero de pacientes es mayor, no usan
IFN-peg. Ademads no hay ningtin estudio que examine la farmacocinética de la

RBYV en tantos puntos durante el tratamiento.

Con este estudio prospectivo de pacientes tratados con IFN-peg mds
RBV a las dosis establecidas, se pretende demostrar que los pacientes con
RVS presentan TPR mads altas que los no-RVS (NR y recidivantes). Asi
mismo, se espera relacionar la anemia con una mayor TPR y no con la dosis
de RBV. Si esta hipdtesis es cierta, se podria aumentar la dosificacién de la
RBV para incrementar sus tasas plasmadticas sin alcanzar los rangos téxicos y
de esta manera disminuir el nimero de NR, sobre todo en pacientes con

genotipo-1 del VHC que es muy resistente al tratamiento.
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2.2 Objetivos
® Principal:

Estudiar la correlacion que existe entre las TPR durante el tratamiento
(semanas 4, 8, 12, 16, 24, 32 y 40) y los distintos tipos de respuesta virolégica
(RVP y RVS) en pacientes con HCC genotipo-1, naive tratados con IFN-peg
més RBV.

e Secundaro:

Estudiar la asociacién que existe entre anemia, peso corporal y TPR.
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3. PACIENTES Y METODOLOGIA

3.1. Sujetos del estudio

Se incluyeron de forma prospectiva 119 pacientes con HCC genotipo-
1, tratados con IFN-peg mds RBV a las dosis estdndar durante 48 semanas:
180 ug de IFN-peg -a -2a (pegasys, Roche Diagnostic) inyectado por via
subcutdnea una vez por semana, y RBV a dosis segin peso (<60Kg,
800mg/dia; >60Kg- <75Kg, 1000mg/dia; >75Kg, 1200mg/dia; Copegus,
Roche Diagnostic). 59 pacientes fueron tratados en el Hospital Universitario
San Cecilio de Granada, 35 en el Hospital Universitario de Valencia, 13 en el
Hospital Virgen de la Victoria de Malaga y 12 en el Hospital Costa del Sol de
Marbella. Estos pacientes no estaban incluidos en ningtn tipo de ensayo

clinico.

3.1.1. Criterios de inclusiéon y de exclusion:

e  (riterios de inclusion:

- Pacientes de ambos sexos con edades comprendidas entre los 18 y los 65
afnos.

- Pacientes con diagnéstico histoldgico de HCC con biopsia realizada.

- Evidencia de infeccién por VHC: positividad de anti-VHC y del RNA-VHC
(PCR).

- Pacientes infectados por el genotipo-1 del VHC.

- Pacientes que no hayan recibido tratamiento previo con IFN y/o RBV.

e  (riterios de exclusion:

- Presencia de enfermedad hepatica de origen t6xico o autoinmune.
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- Existencia de cirrosis hepética.

- Infeccién concomitante por VHB, VHD y/o VIH.

- Estados de inmunodeficiencia y enfermedades autoinmunes.

- Drogadiccién y/o alcoholismo activos hasta 6 meses antes de iniciar el
tratamiento

- Mujeres embarazadas o en periodo de lactancia.

- Enfermedad cardiaca previa.

- Otras enfermedades graves asociadas: insuficiencia respiratoria,

insuficiencia renal crénica, epilepsia.

3.1.2. Criterios de respuesta al tratamiento:

Los criterios de respuesta al tratamiento utilizados en este estudio vienen

resumidos en la Tabla 7 y son los ya admitidos en la préctica clinica.

Tabla 7. Definiciones tipos de respuesta viroldgica

Respuesta Definicién
RVR RNA del VHC indetectable (<50 Ul/ml) a la semana 4
Descenso del RNA del VHC 22 log;, Ul/ml (100 veces) del
RvP inicial o indetectable a la semana 12
RVS RNA del VHC indetectable a los 6 meses de suspender el
tratamiento
Descenso del RNA del VHC <2 log;, Ul/ml (100 veces) del
L inicial a la semana 12
o RNA del VHC detectable tras suspender el tratamiento con un
RNA del VHC indetectable durante el mismo (recurrencia)
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A los pacientes NR a las 12 semanas se les suspendi6 el tratamiento.

Se continud el tratamiento hasta las 48 semanas, en aquellos que presentaron

RVP. Los pacientes NR y recidivantes se les consideré como pacientes con
no-RVS

3.2. Variables del estudio

Las variables dependientes han sido las siguientes:

e El tipo de respuesta al tratamiento antiviral: RVP frente a no-RVP y
RVS frente a no-RVS.

¢ La presencia o no de concentraciones de RBV plasmética superiores
a 5 ug/ml durante el tratamiento.

e Disminuciéon o no de un 25% de la Hb durante el tratamiento, con

respecto a la Hb basal.

Las variables independientes han sido: las caracteristicas clinicas y

bioldgicas de los pacientes: sexo, edad, datos epidemioldgicos, datos
bioquimicos (ALT, AST, GGT, Hb), lesion histoldgica, asi como pardmetros
asociados con la RBV (dosis/Kg, reduccién de RBV durante el tratamiento,
TPR durante el tratamiento, concentraciones de RBV superiores a 5 pg/ml) y

carga viral, dependiendo del estudio realizado.

3.3. Recogida de los datos y desarrollo del estudio

El diagnéstico de HCC se realizé en base a la detecciéon de RNA-

VHC en suero y biopsia compatible con HCC.

Para la participacién se requirié consentimiento informado de cada
uno de los pacientes. El protocolo de estudio se realizé conforme a las guias

éticas de la declaraciéon de Helsinki de 1975, previa aprobacién del estudio
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por el comité ético del hospital.

En la inclusién al estudio se analizaron las caracteristicas clinicas y
biologicas de estos pacientes: el género, la edad, el peso, los datos
bioquimicos (creatinina, aclaramiento de creatinina, ALT, AST, GGT, FA),
hemograma (hematocrito, Hb, plaquetas), el indice de reticulocitos, los datos
virolégicos (genotipo, RNA-VHC y carga viral) y la lesion histolégica. Todos

estos datos se incluyeron en una base de datos realizada para este estudio.

El estudio histolégico, grado de fibrosis y actividad necroinflamatoria,
se ha realizado conforme a la clasificaciéon de Scheuer con modificaciones

leves'?.

e Grado de fibrosis: FO ausente, F1 fibrosis portal, F2 Fibrosis
periportal + algunos puentes, F3 Fibrosis periportal + puentes y F4

cirrosis.

¢ Actividad necroinflamatoria: de 0 a 8 y consiste en sumar (A) y

(B):
(A)Porta-periportal (B) Lobulillar
Ausente Ausente

Inflamacion Portal Focos inflamatorios

Inflamacidn periportal leve Focos necroinflamatorios

Inflamacidn periportal moderada Focos necrosis

W N = O
Al W N = O

Inflamacién periportal severa Necrosis en puentes
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Se realizaron extracciones de sangre: basal y en las semanas 4, 8, 12,
16, 24, 32, 40 y 48 de tratamiento, asi como a los 6 meses postratamiento,
para su posterior estudio farmacolégico y virolégico. En todas las muestras se
procedié a la obtencién de dos alicuotas de suero (estudio virolégico) y dos de
plasma (estudio de la farmacocinética de la RBV) almacendndose a — 80° C,

hasta su posterior anilisis.

Estudio de las tasas plasmaticas de RBV (TPR)

Las TPR se determinaron en muestras de plasma extraidas dos horas
antes de la toma de la dosis de RBV en ayunas, mensualmente hasta el cuarto
mes. A partir de ese momento y hasta la 48 semana se determiné la RBV en
plasma cada 2 meses, en los que presentaban una RVP. Se comparé la
concentracién de RBV en los pacientes con RVP frente a los no-RVP y entre
los pacientes con RVS frente a no-RVS. Con esto se pretendié conocer si los
pacientes con RVS tienen una mayor concentraciéon de RBV en plasma que
los NR y recidivantes. También se estudio la posible influencia del género,
peso, y funcién renal sobre las TPR. Debido a que en el momento de la
determinacién de las TPR observamos que habia pacientes que en un
momento determinado del tratamiento, presentaban tasas de RBV superiores a
la media (2,5ug/ml), se considerd concentraciones altas de RBV, cuando la

tasa encontrada era >3 pug/ml.

Estudio de la anemia

Se ha hecho un estudio de los efectos adversos asociados al
tratamiento relaciondndolos con la TPR. La anemia es el efecto adverso mas
estudiado en relacién con la RBV. La Hb se determiné en la muestra basal asi
como en todos los meses de tratamiento. Debido a que s6lo un 15% de los
pacientes desarrollaron una anemia significativa (Hb<10g/dL), el estudio de la

anemia se ha realizado, teniendo en cuenta un descenso >25%, con respecto al
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valor de la Hb basal.

Estudio de la cinética viral y respuesta al tratamiento

La carga viral del VHC se determiné en las semanas 4, 12, 48 y 72,

con el objetivo de conocer los distintos tipos de respuesta y por tanto hacer los

distintos grupos de estudio.

3.4 Metodologia

3.4.1. Determinacion del genotipo

El genotipo viral fue determinado mediante técnicas de hibridacién

inversa (Inno-LIPA II HCV; Innogenetics, S.A., Ghent, Belgium).

3.4.2. Deteccion del RNA-VHC

Para la deteccidon cualitativa del RNA-VHC se utilizé6 la técnica

COBAS AMPLICOR HCV V2.0 (Roche Diagnostics).

3.4.3. Determinacion de la carga viral

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

3.4.4. Extraccion y determinacion de la tasa plasmatica de RBV
(TPR)

e Extraccién de la RBV plasmdtica: se procede a la extraccién de

aproximadamente 6 ml de sangre en un tubo con heparina, con cuidado de

no hemolizarla para evitar la salida de RBV intracelular. Se centrifuga 5
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min a 1500 x g a temperatura ambiente. El sobrenadante obtenido (plasma)
se almacena a —20°C hasta su posterior andlisis. La RBV se extraerd de
500 pl de plasma utilizando columnas de PBA (4cido fenil bordnico)
[100mg/10ml] de Varian (Bond Elut LRC-PBA, 100mg) y un Vac Elut
(Varian).

- Pretratamiento de las columnas: lavar las columnas con:
1. 1 ml de metanol
2. 1 ml de ac. fosférico 0.1M
3. 1 ml de amoniaco 0.5M
4. 1 ml de amoniaco 0.5M
-Muestra: echar en las columnas 500 pl de plasma previamente descongelado.

-Lavados: lavar dos veces con 1 ml de agua MilliQ.

-Elucioén: eluir 1a RBV con 1 ml de ac. Fosférico 0.1 M en tubos de 12 ml de

cristal.

-250 pl serdn inyectados en la columna de HPLC.

e Determinacién de RBV: se utiliz6 un HPLC Waters M-510 HPLC

pump, una columna C18 de fase reversa, un detector UV Spectroflow 783
y un integrador HP (modelo 3396A). La fase mdvil utilizada fue Ac.
Fosférico 20mM, con un flujo de 0.7ml/min, y una longitud de onda de
207nm.

e Curvas de calibracién y control: se procedié a la realizacién de una

curva de calibracién con concentraciones de RBV pura (0.5, 1, 5, 10, 20 y

50uM) diluida en agua. También se realizé una curva control con plasma
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libre de RBV vy distintas concentraciones del fadrmaco (1.67, 10 y 40uM).
La RBV pura utilizada se ha obtenido de Sigma.

3.4.5 Aclaramiento de creatinina

El aclaramiento de la creatinina se calcul6 de la siguiente forma:

Ccreat en orina / Ccreat en sangre x Vol. orina/24 /

1440 X m2 sc

donde Ccreat es la concentracion de creatinina, Vol. orina es el volumen de

orina y m2 sc es m2 de superficie corporal.

3.5 Estudio estadistico

Andlisis bivariante: para las variables cualitativas se ha aplicado el

test estadistico Chi’ o el test exacto de Fisher y para las cuantitativas el test de
la ¢ de student. Debido a que las variables dependientes de este estudio han
sido cualitativas, el grado de asociacién entre variables dependientes e
independientes se determind mediante el cdlculo de la odds ratio cruda (ORc)

mediante regresion logistica, con un intervalo de confianza (IC) del 95% .

Andlisis multivariante: para determinar el efecto de cada uno de los

factores, la OR se ajusté (ORa) usando un modelo de regresién logistica
binaria. Todas las variables analizadas con relevancia clinica fueron incluidas
en el andlisis multivariante. El test de Hosmer and Lemeshow, se utilizé para

validar el modelo estadistico (P > 0.05).
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Se utiliz6 un andlisis de regresién lineal para analizar variables
cuantitativas (disminucién de Hb y concentracién plasmética de RBV) y un
test ANOVA para poder asociar la pérdida de peso (categorizada en tres
estratos: entre 0 y 1kg; 2 y 7kg; >7 kg) y las TPR (variable cuantitativa) asi
como el descenso de Hb durante el tratamiento (variable cuantitativa). El
criterio para determinar significacion estadistica fue P<0.05. Todos los
calculos estadisticos se realizaron usando el programa SPSS versién 15.0

para Windows.
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4. RESULTADOS

Caracteristicas basales de pacientes con hepatitis cronica C (HCC)

genotipo-1y su relacion con la RVP y RVS al tratamiento antiviral

Se analizaron un total de 119 pacientes con HCC genotipo-1. Las
principales caracteristicas clinicas, viroldgicas y pardmetros histolégicos
basales se muestran en la Tabla 8. Los pacientes tenian una media de edad de
43+10 afios, un 59% fueron hombres (n=70) y un 41% mujeres (n=49). El
82% se contagiaron del VHC de forma parenteral y la media del peso corporal
era de 71 kilos. Los valores medios de las transaminasas (ALT, AST, GGT)
eran respectivamente de 87, 68 y 66 U/ml. La media de creatinina era de 0.89
mg/dl y el aclaramiento de 98 ml/min. La cifra media de Hb era de 15 g/dl, y
43 pacientes (37%) presentaron un descenso de la misma mayor del 25% con
respecto a la basal. El grado necroinflamatorio medio era de 3.9 y el estadio
de fibrosis de 2.8. Por ultimo, 51 pacientes, el 45%, tenian una carga viral

menor a 600.000 UI/ml.
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Tabla 8. Caracteristicas clinicas, bioquimicas, viroldgicas e histoldgicas
basales de los pacientes.

Pacientes
n=119
Edad (afios) 43+10
Sexo, hombres 70 (59)
Parenteral 97 (82)
Peso corporal (Kg) T1£11
ALT (U/ml) 8714
AST (U/ml) 68+67
GGT (U/ml) 66+71
Creatinina (mg/dL) 0.89+0,2
Aclaramiento de creatinina (ml/min) 98+32
Hb (g/dl) 15+1.5
Descenso Hb >25% respecto a basal 43 (37)
Grado necroinflamatorio 3.9+1.6
Estadio de Fibrosis 2.8+2
Carga viral <600000 (UI/ml) 51(45)

Los valores se representan por media + desviacién estdndar o como valores
absolutos con porcentajes entre paréntesis. ALT: alanin aminotransferasa;
AST: aspartato aminotransferasa; GGT: gamma-glutamil- transpeptidasa; Hb:
hemoglobina.

Se obtuvo RVP en el 80% (95/119) de los pacientes y del total un
50% fue RVS (Tabla 9). Los pacientes con RVP tenfan un peso corporal y
niveles de GGT mads bajos que los pacientes que no tenfan RVP (P=0.016 y

P=0.01, respectivamente); asi el peso medio de los que obtenian respuesta era
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de 70 kilos, 6 kilos menos que los que no la tuvieron. Como cabria esperar,
los pacientes que no consiguieron RVP, presentaban niveles de ALT y AST
mds altos que los que obtuvieron respuesta, aunque no es estadisticamente
significativo. Los pacientes con RVS eran mdas jovenes que los no-RVS
(59/119; 50%), con una media de edad de 42 afios (P=0.01) y presentaban una
carga viral basal mds baja (P=0.001) (33/119). A la semana 4, sélo
disponiamos de sueros de 39 pacientes. De éstos, el 59% (23/39) obtuvieron

RVR.
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Tabla 9.1. Factores asociados con la respuesta virologica precoz (RVP) y
respuesta viroldgica sostenida (RVS) para el tratamiento antiviral

RVP No-RVP RVS No-RVS
n=95(80%) n=24(19%) n=60(50%) n=59(50%)

Edad (anos) 44+10 42410 42411%* 468
Sexo, Hombres 54 (56) 16 (69) 37(62) 33(56)
Peso Basal (Kg) T0£11%* 76x11 70£10 72+11
ALT (U/mL) 78+43 130£156 82443 93+104
AST (U/mL) 61+40 100£130 61+38 7687
GGT (U/mL) 58462+ 10196 54+45 80491
Aclaramiento
creatinina 95+31 110+32 98+35 97+28
(mL/min)
Hb (g/dL) 15+1.5 16%1.2 15+1.5 15%1.5
Disminucion de
Hb durante 3.7x1.4 2.9+1.5% 3.7+1.4 3.5+1.5
tratamiento
Grado
Necroinflamatori 3.8+1.7 4.1+1.6 3.8+1.6 3.9+1.8
o
Estadio de

29422 2.3+1.2 2.8+2 7+2.1
Fibrosis
RBV  dosis/Kg

15.3%#1.9 14.6%1.5 15.3%1.8 15.4+1.95

basal (mg/Kg)
Carga Viral

40(42) 11(48) 33(55)** 18(30)
<600000 (UI/mL)

Los valores se representan por media + desviacion estindar o como valores
absolutos con porcentajes entre paréntesis. RVP: Respuesta virolégica precoz;
RVS: Respuesta viroldgica sostenida; ALT: alanin aminotransferasa; AST:
aspartato aminotransferasa; GGT: Gamma-glutamil transpeptidasa; Hb:
hemoglobina; RBV: ribavirina. Andlisis bivariante: 'P<0.05; “P<0.01.
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En cuanto a la dosis por kg de RBV que tomaron los pacientes al
comienzo del tratamiento, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los pacientes con RVP y no-RVP, ni entre los pacientes

con RVS y no-RVS (Tabla 9).

Cuando diferenciamos a los pacientes en RVS, recidivantes, respuesta
virolégica parcial (PVR) y NR a la semana 12 de tratamiento (Tabla 9.1), los
unicos factores asociados con las diferentes respuestas fue la edad y la carga

viral.
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Tabla 9.2 Factores asociados con los diferentes tipos de respuesta al
tratamiento antiviral.

RVS Recidivante | RVParcial Senll\:\l;al 2 p
n=60(50%) | n=20(17%) | n=16(14%) n=23(19%)

Edad, (anos) 42411 4547 49+6 41+9 0.02
Sexo, hombre 37 (62) 9 (45) 8 (50) 16 (70) 0.3
ALT (U/mL) 82+43 97+123 69+41 106119 0.4
AST (U/mL) 61+38 88+97 52422 82+106 0.2
GGT (U/mL) 54+45 84+128 64438 85+68 0.2
Hb (g/dL) 15+1.5 15+1.8 15+1.2 15+1.2 04
Disminucion Hb

37«14 3.8+1.6 3.6+0.8 2.9+1.5 0.2
(g/dL)
Grado .| 3.8x16 3.6+1.7 4.142.1 4+1.7 0.9
Necroinflamatorio
E§tadi9 de 2.8+2 2.7+1.7 3.4+3.2 22416 0.4
Fibrosis
Carga Viral
<600000(IU/mL) 33 (55) 3 (15) 4 (28) 11 (48) 0.006
Pacientes con
TPRszg/L(*’ 12 (20) 2 (10) 0 (0) 2 (8) 0.063

Los valores representan media+DS o valores absolutos con % en paréntesis. Los
% vienen expresados por columnas. RVS, Respuesta Virolégica Sostenida; RV
Parcial, Respuesta Viroldgica Parcial (semana 12); NR, Respuesta Nula(semana
12); ALT,

TAnalisis bivariante: ANOVA; Variable dependiente: Respuesta al tratamiento
categorizada en 4 estratos: RVS (VHC-RNA indetectable en suero 24 semanas
después de eliminar el tratamiento, Recidivante (VHC-RNA indetectable
durante el tratamiento pero detectable después de discontinuarlo), RV Parcial
(disminucién de >2 log;o IU/mL en VHC-RNA desde la basal a las 12 semanas
de tratamiento con VHC-RNA detectable a la semana 24 de tratamiento), y NR
(disminucién de <2log;, IU/mL del VHC-RNA de la basal a la semana 12 de
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tratamiento). ’Pacientes con TPR>5mg/L durante los 4 primeros meses de
tratamiento.

Estudio de las tasas plasmaticas de RBV (TPR)

De los 119 pacientes, 28 (23,5%) redujeron en algin momento del
tratamiento la dosis de RBV. De estos, 18 (64,3%) obtuvieron RVS y 10
(35,7%) no-RVS. Las TPR se determinaron en las semanas 4, 8, 12, 16, 24, 32
y 40 de tratamiento. La media de las TPR obtenidas en cada mes del

tratamiento se muestra en la Figura 12. La media de las TPR total fue de 2.5

HE
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Figura 12. Media de las tasas plasmdticas de RBV (ug/ml) en cada uno de
los meses de tratamiento.

No se encontraron diferencias significativas en las TPR comparando
mes a mes, entre los pacientes con RVP y no-RVP (Figura 13A), ni entre los
pacientes con RVS frente a los recidivantes (Figura 13B), siendo mds bajas la
de los no-RVP vy recidivantes que la de los RVP y RVS. Tampoco

encontramos diferencias estadisticas cuando comparamos los pacientes con
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RVS frente a los no-RVS (RVS: 2,6+1,1 pg/ml frente no-RVS: 2,5+0,7
pg/ml).
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Figura 13. (A) Media de las tasas plasmaticas de RBV (ug/ml) durante el
tratamiento de los pacientes con respuesta viroldgica precoz (RVP) (#) frente
a no-RVP (e). (B) Media de las tasas plasmaticas de RBV (ug/ml) durante el
tratamiento de los pacientes con respuesta viroldgica sostenida (RVS) (m)
frente a recidivantes (A ).
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Una vez determinadas las TPR de todos los pacientes, observamos
que algunos, en determinados, meses presentaban TPR muy superiores a la
media (2.5 pg/ml) que habian obtenido durante el tratamiento completo. Por
lo tanto, se decidié considerar altas concentraciones de RBV plasmaitica
cuando dichas tasas eran mayores o iguales a 3 pg/ml. El 56% (67/119) de
los pacientes tenian por lo menos una elevacién >3 pg/ml y el 33% (22/67) de
éstos tenian concentraciones >5ug/ml; en el 73% (16/22) de estos ultimos, las
concentraciones >5ug/ml se producian entre el segundo y el cuarto mes de
tratamiento: 12 de los 16 (75%) presentaron RVS y los 4 restantes (25%)
fueron no-RVS (2 eran recidivantes y 2 no-RVP), mientras que en los
pacientes que no presentaban concentraciones >5Sug/ml antes de los 4
primeros meses de tratamiento, 48 (47%) presentaban RVS y el 53% (n=55)

no respondian al tratamiento (P=0.03).

También se ha encontrado una asociacién entre las  altas
concentraciones de RBV durante el tratamiento y la tasa de RVS (Figura 14);
las diferencias entre los pacientes con RVS y no-RVS eran estadisticamente

significativas cuando las concentraciones eran >5ug/ml o >6pg/ml (P=0.02).
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Figura 14. Relacién entre altas concentraciones de RBV y respuesta
virolégica sostenida (RVS).

Los factores relacionados con concentraciones de RBV >5 ug/ml se
muestran en la Tabla 10, encontrando que la pérdida de peso (=2Kg)
(P=0.036), la reduccién de Hb durante el tratamiento (media de descenso de
Hb) (P=0.005), el descenso de Hb >25% con respecto a la Hb basal (P=0.02)
y pacientes con RVS (P=0.02), se asociaban significativamente con la

presencia o no de concentraciones >5 pg/ml.

En el andlisis multivariante, las siguientes variables se asociaron
independientemente con las altas concentraciones de RBV: pacientes con
pérdida de peso durante el tratamiento (P=0,034), pacientes con RVS
(P=0.04) y los pacientes que presentaron un decrecimiento de Hb >25% con

respecto a la basal (P=0.008).
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Tabla 10. Andlisis bivariante y multivariante de las variables que se asocian
con concentraciones de ribavirina (RBV) >5ug/ml durante el tratamiento de la

HCC.
Pacientes Pacientes Analisis Analisis
con >5ug/ml  sin >5ug/ml bivariante Multivariante
n=22 l’l=97
ORc (95% CI) ORa (95% CI)
(18%) (82%)
1.007 (0.93-
Edad (anos) 44+12 43+9,7
1.05)
Sexo, hombres n 0.644 (0.25-
11 (50) 59 (61)
(%) 1.63)
Peso corporal 0.976 (0.93-
69+13 71+10.5 0.9 (0.89-1.05)
(Kg) 1.01)
Pacientes que
pierden >2 Kg de
21(95) 70 (72) 6.4% (1.16-1.45)  10.48* (1.1-92)
peso durante el
tratamiento n (%)
Kg perdidos
durante el 7.4+3.7 6.2+3.7 1.08 (0.95-1.22)
tratamiento
Carga viral
<600.000 U/ml 12(54) 39(40) 1.63 (0.64-4.15)
n(%)
Hb basal (g/dl) 15+1.4 15+1.5 1.04 (0.76-1.41)  1.26 (0.81-1.94)
Caida de Hb
(g/dl) durante el 44+1.4 3.4+14 1.64** (1.1-2.3)
tratamiento
Pacientes con
descensos de Hb
225% con respecto 13(59) 30(31) 3.08% (1.1-8)  4.6%* (1.5-14.3)

a Hb basal n (%)
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Pacientes Pacientes Analisis Analisis
con >5ug/ml  sin >5pug/ml bivariante Multivariante
n=22 n=97 ORe (95% CI ORa (95 %
(18%) (82%) ACKS) I
Pacientes con
ORc (95% CI) ORa (95% CI)
RVSn (%)
RBY dosis/kilo
15.7+£2.3 15.1+1.6 1.17 (0.92-1.49)
(mg/Kg)
RBY dosis/kilo
en 12 meses de
tratamiento 16+2.1 15+£1.9 1.2 (0.97-1.52)
media (mg/Kg)

Continuacion Tabla 10.

Los valores se representan por media + desviacién estidndar o como valores
absolutos con porcentajes entre paréntesis. ORc: odds ratio cruda; ORa: odds
ratio ajustada; RVP: respuesta viroldgica precoz; RVS: repuesta viroldgica
sostenida; Hb: hemoglobina; RBV: ribavirina; TPR: tasas plasméticas ribavirina.
*P<0.05, **P<0.01.
Andlisis multivariante: peso corporal basal, y Hb basal estdn incluidos en el
modelo final por ser factores de confusién. Hosmer-Lemeshow test P=0.711.

Estudio del peso corporal y la hemoglobina: asociacion con las tasas

plasmaticas de ribavirina (TPR)

La media de peso corporal antes del tratamiento era de 71,6 Kg (46-

98 Kg); se produjo una importante pérdida de peso durante el tratamiento

(media de pérdida de peso: 9.03 Kg), con una rdpida recuperacién una vez

terminado el mismo (P<0.001) (Figura 15). La pérdida de peso afecté al 78%

de los pacientes durante el primer mes de tratamiento, y al 86% durante los 2

primeros meses. Estos también fueron los pacientes que presentaron la mayor

caida de Hb (una media de 4.4 g/dL).
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Figura 15. Media del peso corporal basal (azul), durante el tratamiento (rojo)
y al finalizar el mismo (verde).

Los pacientes que tuvieron una pérdida de peso >7 kg durante el
tratamiento, fueron los que mayores TPR obtuvieron durante el mismo
(ANOVA P=0.003) (Figura 16), y mayor decrecimiento de Hb tuvieron
(Tabla 17). Asi, los pacientes que perdieron entre 0-2 kg (n=28) la bajada de
Hb fue de 3,24g/dl, los que perdieron entre 2-7 kg (n=63) la Hb decreci6 3,3
g/dl de media, y en aquellos que perdieron >7 kg (n=28) la Hb disminuy6 4,3
g/dl de media (ANOVA, P=0.007) (Figura 17).
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Figura 16. Evolucion de las tasas plasméticas de RBV en funcién de la pérdida
de peso.
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0a1kg 2a7kg >7kg

Figura 17. Descenso de Hb en funcion de la pérdida de peso. Pérdida de peso de
0 a 1 kg (barra azul); pérdida de peso de 2 a 7 kg (barra roja); pérdida de peso
mayor de 7 kg (barra verde).
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Estudio de la Hb durante la terapia antiviral

La reduccién de Hb oscil6 entre 0.2 y 8.6 g/dl durante el tratamiento
(media descenso de Hb, 3.6 = 1.3 g/dl), y volvi6 a sus valores basales a las 6

semanas de haber terminado el tratamiento antiviral (Figura 18).
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10,00 .t 1T T T T T r T 1T 1T —T° T 71
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Meses de tratamiento

Figura 18. Media de Hb durante el tratamiento con IFNpeg + RBV. B: Basal;
P: postratamiento (6 semanas después de terminar tratamiento).

Al estratificar por sexo (Figura 19) podemos destacar que los valores
de Hb en los hombres fue mayor durante todo el tratamiento que en las
mujeres, siendo la diferencia estadisticamente significativa (Hombres media
de Hb=13.5+1.3; Mujeres media de Hb=12+0.9, P<0.0001). Ademads en los
hombres el descenso de Hb fue mayor que en las mujeres (media de descenso
de Hb en hombres: 3.8 g +1.47 frente a media de descenso de Hb en mujeres:

2.2 g £1.41, P=0.03) (Figura 20).
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Figura 19. Medias de Hb (g/dl) en hombres (¢) y mujeres (m) durante el
tratamiento. Hb: hemoglobina y mes a continuacién; HbB: Hb Basal; Hb15:
Hb a los 15 dias; HbP: hemoglobina postratamiento.
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Figura 20. Niveles de descenso de Hb hombres (¢#) y mujeres (m) durante

el tratamiento.
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De la cohorte total de pacientes (n=119) sélo el 15% (18/119)
desarrollaron anemia severa (Hb<10g/dl). El 74% de pacientes tuvo una
reduccién de Hb entre 2-5 g/dl mientras que el 14% de ellos presentaron un
descenso >5 g/dl (Figura 21). El 37% de los pacientes tuvieron una reduccién
de Hb >25% con respecto a las cifras basales; esta disminucién ocurrié

durante los primeros tres meses del tratamiento en el 56% de los pacientes.

30
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Grados disminucion de Hb

Figura 21. Porcentaje de pacientes con descensos de Hb por tramos. Tramos
en g/dl.

En la Tabla 11 se muestra el andlisis bivariante y multivariante de las
variables que influyen en los descensos de Hb (<25% vs >25%) durante el
tratamiento de HCC. Se observa que mayor edad (P<0.0001) y mayores
niveles basales de Hb (P=0.012) se asocian de forma significativa con una
reduccién de Hb >25% con respecto a la basal, segin el andlisis bivariante.
Hay que destacar la correlacién entre la disminucién de Hb (>25% con

respecto a Hb basal) y la dosis de RBV por kg de peso tomada durante todo el
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tratamiento y las TPR (Tabla 11 y Fig. 22 A y B). Aquellos pacientes con un
mayor descenso de Hb (>25%) tenian menos dosis de RBV por Kg de peso
mensualmente que los pacientes con menos caida de Hb (<25%). Sin
embargo, los pacientes con mayores descensos de Hb (=25%) tenian mayores

TPR durante el tratamiento.

En el andlisis de regresion logistica multivariante, la edad del paciente
(P=0.02), el nivel de Hb basal (P=0.004), la dosis de RBV por kilo (mg/Kg)
(12 meses de tratamiento) (P=0.002) y las TPR durante los 10 primeros meses
de tratamiento (ug/ml) (P<0.0001) eran factores independientemente

asociados a un descenso de Hb >25% con respecto la Hb basal.
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Tabla 11. Andlisis bivariante y multivariante de las variables que influyen en
los descensos de Hb (<25% vs >25%) durante el tratamiento de HCC.

Pacientes con

Analisis Analisis
descenso de Hb con
Bivariante = Multivariante
respecto a basal de:
<25% >25%
ORc (95 % ORa (95%
n=73 n=43
CI) CI)
(63 %) (37 %)
1.1%* (1.1- 1.07* (1.01-
Edad (aiios) 41 £ 10 48+9.1
1.1) 1.1)
1.12 (0.5- 0.28 (0.1-
Sexo, hombres 41 (56) 26 (60)
2.4) 1.32)
1.03 (0.9-
Peso corporal (Kg) 70108 73+114
1.06)
Kg perdidos
&P 1.09 (0.9-
durante el 6 £3.5 73+4.1
1.22)
tratamiento
ALT basal (U/ml) 93 £ 86 80 + 67 0.99 (0.99-1)
Carga viral
<600.000 27 (37) 22 (51) 1.7 (0.7-3.7)
(UI/ml)
1.4 (0.28-
Creatinina (mg/dl) 0.87+0.17 0.92+0.22 10.1)
Aclaramiento de 0.99 (0.9-
106 = 32 88 + 63
creatinina (n=50) 1.01)
1.4* (1.07- 2.38%* (1.3-
Hb basal (g/dl) 14.9+1.48 15.6+1.46
1.8) 4.4)
RBY basal 0.8 (0.6-
155+18 148+1.7
dosis/kilo (mg/Kg) 1.02)
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Pacientes con

Analisis Analisis
descenso de Hb con
Bivariante  Multivariante
respecto a basal de:
< 25% >25%
ORc (95% ORa (95 %
n=73 n=43
CI) CI)
(63%) (37%)
RBY dosis/kilo:
media 12 meses de 0.7%* (0.5- 0.6*%* (0.4-
1582 145+1.7
tratamiento 0.9) 0.8)
(mg/Kg)
TPR media de los 3
1.8%* (1.2-
primeros meses 22+1.7 3+1.14 26)
(ng/ml) '
TPR media de los 3.3*%* (1.9- 6.6%* (2.8-
22+1.2 3.1+1.1
10 meses (ug/ml) 5.9) 15.3)
Pacientes con
concentraciones de 9 (12) 13 (30) 3.08 *(1.1-8)

RBYV >5pug/ml

Continuacion Tabla 11

Los valores se representan por media *+ desviacidén estindar o como valores
absolutos con porcentajes entre paréntesis. ORc: odds ratio cruda; ORa: odds
ratio ajustada; ALT: alanin aminotransferasa; Hb: hemoglobina; RBV: ribavirina;
TPR: tasas plasmadticas ribavirina. Andlisis multivariante: incluye edad, sexo,
peso corporal basal, kilos perdidos, carga viral, Hb basal, RBV basal dosis /kilo,
RBV dosis/kilo en 12 meses tratamiento y TPR en 10 meses tratamiento.
Concentraciones >5pug/ml no introducidos en el andlisis por coliniaridad con la
media de TPR. El sexo se incluye en el modelo final por ser factor de confusion.
Hosmer-Lemeshow test P=0.466. *P<0.05, **P<0.01
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Figura 22. Media de RBV dosis/kilo (mg/Kg) (A) y media de tasas plasmaéticas de
RBV (TPR) (ug/ml) (B), durante el tratamiento en todos los pacientes (A ), con (e®)
y sin (#) caida de Hb >25% con respecto a la basal. Valores de P referidos a la
relacion entre la caida de Hb >25% y < 25%.



120 RESULTADOS

Analisis multivariante de los factores asociados con la respuesta

En el andlisis multivariante se incluyeron las siguientes variables:
edad, sexo, peso basal, ALT basal, GGT basal, pérdida de peso (=2Kg), carga
viral basal, Hb basal, descenso de Hb >25% con respecto a Hb basal,
presencia de concentraciones de RBV >5ug/ml durante los 4 primeros meses
de tratamiento y media de la dosis de RBV por kilo de peso de los 12 meses
de tratamiento (mg/Kg), y como variables dependientes la RVP y RVS. La
GGT fue la tnica variable predictora de RVP frente a no-RVP (OR=0.99,
95% CI:0.985-0.99, P=0.017), de manera que a medida que aumenta la GGT
en 1 unidad, la probabilidad de RVP disminuye 0,99 veces.

Las variables predictoras de RVS cuando comparamos a estos
pacientes con los recidivantes fueron: la edad (OR=0.915, 95% CI: 0.858-
0.976, P=0.007; a medida que aumenta la edad en 1 afio, la probabilidad de
RVS disminuye 0,91 veces), y tener una carga viral <600.000 Ul/ml (OR=6.4,
95% CI: 2.14-18.6, P=0.001), de forma que los pacientes con una carga viral
<600.000 Ul/ml, tienen 6,4 veces mds probabilidad de tener RVS que los que

la tienen mayor de 600.000UI/ml, con respecto a los pacientes recidivantes.

Cuando comparamos a los pacientes con RVS con los no-RVS
(NR+Recidivantes), nos encontramos que pacientes con concentraciones
>5ug/ml durante los 4 primeros meses de tratamiento tenian 3,6 veces mas
probabilidad de tener RVS que los pacientes con no-RVS (OR=3.6, 95% CI:
1.02-13.17, P=0.04). Asi mismo la edad se asocié a RVS (OR=0.953, 95% CT:
0.91-0.99, P=0.019), al igual que tener una carga viral < 600.000 Ul/ml
(OR=3.1, 95% CI: 1.36-6.98, P=0.007).
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5. DISCUSION

Un descenso de los niveles de Hb durante el tratamiento con IFN mds
RBYV ocurre en la mayoria de los pacientes. Este descenso de Hb depende de
la dosis de RBV, y compromete el efecto de la terapia con IFN/RBV; por
tanto es un efecto adverso de mucha relevancia. El descenso de Hb inducido
por la RBV, muestra una correlacién significativa positiva con las TPR asi
como con la concentracién de RBV intraeritrocitaria. La mayoria de los
estudios realizados sobre este tema, encuentran una relacion entre las TPR y
la RVS, pero no concluyen ninguna monitorizacion terapéutica optima de las
TPR. En el presente estudio, evaluamos la relacién que existe entre las TPR y
los cambios en la Hb asi como con la respuesta antiviral. Hemos encontrado
que los descensos de Hb inducidos por este farmaco se correlacionan
negativamente con la dosis’kg de RBV, pero positivamente con las TPR
durante el tratamiento. Ademads, pacientes que presentan altas concentraciones
de RBV plasmética durante los primeros 4 meses de tratamiento consiguen
una mejor respuesta al tratamiento antiviral, pero este grupo de pacientes es
muy escaso, y estas altas concentraciones no aparecen siempre en el mismo
momento de tratamiento, por lo que seria dificil controlar en que momento del
tratamiento se debe monitorizar las TPR, y consecuentemente es dificil llevar

a la préctica clinica estos resultados.

Al igual que en otros trabajos, hemos encontrado un descenso de Hb
que oscila entre 2-5 g/dL en el 74% de los pacientes, y mds de 5 g/dL en el
14% de ellos, con normalizacién de los valores a los 6 meses post-tratamiento.
Ademads, la reduccién de la dosis de RBV debido a la aparicién de anemia ha
sido necesaria en un 24% de los pacientes. Estos resultados estin en
consonancia con los datos publicados ''®'"”. Debido a la baja proporcién de
pacientes (15%) con anemia severa (<10g/dL), hemos seleccionado una
reduccion de la Hb >25% con respecto a la basal como punto de corte, ya que

el 37% de nuestros pacientes presentaron valores de Hb alrededor del 25% por
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debajo de los valores basales. Otra razén para escoger este punto de corte es
que previamente se ha descrito que los pacientes con un descenso de Hb
>20% con respecto a la basal, son los que peor calidad de vida presentaban
" En nuestro estudio, las variables que influyen en la caida de la Hb durante
el tratamiento fueron evaluadas. Al igual que en otros estudios ''®, hemos
encontrado que mayor edad y altos niveles basales de Hb son factores
asociados a la disminucién de Hb >25%. Es notable que entre los pacientes
con descensos de Hb >25%, la dosis de RBV/kg recibida durante el
tratamiento fue progresivamente reduciéndose; en contraste, entre los que
descendié la Hb <25%, la dosis de RBV/Kg se aumentd hasta el final del
periodo de tratamiento. Esto es l6gico, ya que los primeros pacientes son los
que presentan anemia, y por lo tanto es necesario reducir la dosis de RBV. Por
el contrario, la dosis de RBV no se redujo en los pacientes con descenso de
Hb <25%, pero la pérdida de peso sufrida provocd un aumento de la
proporcién de dosis de RBV por kilo recibida. Sin embargo, esta situacién no
lleva a un aumento de las TPR, asi los pacientes con un descenso de Hb <25%
presentaban menores TPR. Por lo tanto, se puede concluir que la dosis
estdndar de RBV (800-1200 mg) no influye en la reduccién de los niveles de
Hb pero si los niveles plasméticos de RBV, ya que altos niveles de RBV en
plasma conlleva mayores niveles de RBV intraeritrocitaria, provocando la
lisis de estos y por tanto un descenso de Hb en sangre. Asi, la pregunta que
nos tenemos que hacer es por qué hay pacientes que recibiendo las dosis
establecidas por peso de RBV, alcanzan TPR mds elevados que otros que

reciben las mismas dosis.

Nuestros datos son corroborados por los de Lindahl y cols.'”®, aunque
éstos hacen el estudio con los datos basales de RBV dosis por kilo, y no en un
seguimiento mes a mes de los mismos. Estos autores sugieren que la falta de
correlacién entre la anemia y la dosis por kilo de RBV podia ser debida a la
pequeiia variacidon de éstas. También proponen que la determinacién de las

TPR o de las concentraciones de RBV en los eritrocitos puede contribuir a la
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prediccién y al manejo de la anemia inducida por RBV'"”. Probablemente,
mds que la prediccién de anemia, podria ayudarnos a monitorizar el
tratamiento de forma individual, porque bajas TPR en ausencia de anemia
severa puede ser indicacién de aumentar en un futuro la dosis para intentar
alcanzar mayores tasas de RVS. De todos modos, en algunos casos esto no es
posible, porque se sabe que las TPR necesarias para alcanzar RVS, podrian
provocar serios problemas de anemia. A este respecto, Lindahl y cols.'”,
investigaron la seguridad y la tolerancia en el tratamiento de altas dosis de
RBV en combinaciéon con IFN-peg. Las conclusiones fueron que las altas
dosis de RBV (3.6 pg/ml) disefiadas para un programa individualizado de
estudio, son viables pero se asocian con mucha frecuencia a graves efectos

secundarios como la anemia.

Otros estudios han evaluado la relacién entre los cambios en la Hb
durante el tratamiento combinado y la respuesta virolégica ''*'*"'** En
nuestro caso, no se ha encontrado relacion alguna. Sin embargo, esta
correlacién podria estar asociada con la eleccion de la cohorte de enfermos y

los tratamientos, o con la definicién de anemia.

El principal objetivo de este estudio fue determinar la relacién que
podria existir entre las TPR y respuesta viroldgica, y no la viabilidad o
seguridad en el tratamiento. Nuestra principal hipétesis fue que altas TPR
estaban asociadas a una alta probabilidad de RVS. La concentracién 6ptima
de RBV para alcanzar RVS, todavia no esta establecida. En un estudio previo,
se evidencié que pacientes que recibian la dosis estdndar de RBV 800-1200

119
1

mg diariamente, tenian unas TPR de 2 pg/ml "~ ; en nuestro estudio es de

2.5ug/ml.

Se ha demostrado que la probabilidad de respuesta al tratamiento
aumenta cuando lo hacen las TPR **'**'** Jen y cols."** correlacionaron altas

concentraciones de RBV en la semana 4 de tratamiento, con altas tasas de
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respuesta, y la probabilidad de responder aumentaba a medida que
aumentaban las TPR. Maynard y cols.”’ describieron que TPR > 2ug/ml en la
semana 4 de tratamiento, era un gran factor predictivo de RVS, en un estudio
no randomizado de 22 pacientes que recibieron IFN-peg-a-2b y RBV ajustada
a peso. Sin embargo, en nuestro estudio, no hemos encontrado correlacién

significativa entre las TPR en los meses 1, 2, 3,4, 6, 8y 10 yla RVP y RVS.

Un trabajo reciente'*’ mostré que los pacientes con HCC genotipo-1 y
que recibieron IFN-peg en asociacion con RBV tenian una mayor
probabilidad de obtener RVR, RVP o RVS cuando presentaban mayores TPR
en las primeras 4 horas después de recibir la primera dosis del farmaco. Estos
datos no se contradicen con los nuestros, porque es conocido que después de
multiples dosis orales de RBV, el “steady state” se alcanza a las 4 semanas,
siendo el valor medio de RBV (a dosis estandar) de 2.2 pug/ml °"''"*'* Una
vez que determinamos todas las TPR durante el tratamiento en todos los
pacientes, observamos que algunos alcanzaban concentraciones superiores a
la media (2,5 pg/ml), y decidimos considerar como altas TPR cuando la

concentracion era > 3 pug/ml.

El andlisis estadistico mostré que a medida que aumentaba el valor de
las TPR aumentaba la probabilidad de RVS. Cuando las concentraciones son
>5ug/ml, las diferencias estadisticas entre los pacientes con RVS y no-RVS,
son significativas (P=0.02). En el andlisis multivariante, los pacientes con
concentraciones >5ug/ml tienen 3.3 veces mdas probabilidad de obtener RVS
que los pacientes sin dichos concentraciones. Ademds, cuando estas altas
concentraciones se producen durante los primeros 4 meses de tratamiento, la
probabilidad de RVS fue del 75%. Se sabe que en la practica clinica no es
muy util determinar continuamente las TPR para detectar los pacientes con
concentraciones >5ug/ml, pero estos resultados nos estdn indicando que

cuando se alcanzan altas TPR aumenta la probabilidad de RVS.
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Estas altas TPR se podrian alcanzar ficilmente con altas dosis de
RBV. Lindahl y cols.'® aplicaron dosis de RBV de entre 1.600-4.000 mg
diarios, y encontraron que el 90% (n=9) de los pacientes alcanzaban RVS, y
s6lo 1 (10%), no tuvo RVP, y por lo tanto tampoco RVS. La mayor limitacion
de este trabajo fue el bajo numero de pacientes incluidos. Como se esperaba,
la anemia fue el efecto secundario mds importante, tanto que en 2 pacientes la
Hb cay6 por debajo de 8.0 g/dL, precisando transfusiones o suspendiendo la
dosis de RBV de forma temporal. Debido a la severidad de los efectos
secundarios, tuvieron que hacer un estrecho seguimiento de cada uno de los

pacientes.

Por estas razones, decidimos estudiar las variables que pudiesen
relacionarse con las concentraciones >5ug/ml de TPR. La caracteristica
fundamental de estos pacientes es que pierden peso durante el tratamiento, as{
el 95% de ellos perdieron >2 Kg durante el tratamiento, y esta pérdida afectd
al 78% de los pacientes durante el primer mes de tratamiento, y al 86%
durante los 2 primeros meses. Estos también fueron los pacientes que

presentaron la mayor caida de Hb.

Las discordancias que encontramos entre los distintos estudios, puede
deberse a la eleccién de la cohorte estudiada, a la terapia antiviral utilizada y a
la metodologia utilizada para la determinacién de las TPR, pero la gran
mayoria de ellos concluyen que los niveles plasméiticos de RBV se
correlacionan con el desarrollo de la anemia y con la RVS al tratamiento'>*'?’.
Por lo tanto, una monitorizacién terapéutica temprana de las TPR, podria
ayudarnos a adaptar la dosis de RBV a cada paciente, mejorando de esta
forma la eficacia y la seguridad del tratamiento anti-VHC. Sin embargo, se
desconoce en que momento durante el tratamiento, las TPR deberfan ser
monitorizadas. La literatura que existe sobre este tema es discordante. Varios

estudios sugieren determinar la TPR a la semana 4 de tratamiento; otros

encuentran una clara correlacion entre la RVS y las TPR a la semana 8 y 12; e
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incluso algunos opinan que se debe determinar antes de la semana 4, ya que

e : . . 60,123, 124,126,127
esto permitiria ajustar la dosis de RBV segtin el paciente™ =~ 77",

En resumen, las TPR durante el periodo completo de tratamiento
estdn relacionadas positivamente con la caida de los niveles de Hb. Ademds,
los pacientes con concentraciones de RBV >5ug/ml tienen mayor
probabilidad de presentar RVS, ain mds si estos se dan dentro de los 4
primeros meses de tratamiento. El hecho de que estas altas tasas se den en un
nimero tan pequefio de pacientes, y que no siempre se produzcan en el mismo
momento del tratamiento, hace dificil su monitorizacién, y por tanto su
aplicacién a la practica clinica habitual. Nuestros resultados, contribuyen a
afirmar el hecho de que altas TPR conllevan una mejor respuesta al
tratamiento antiviral de la HCC, aunque no son necesarias para poder alcanzar
la RVS. ;Por qué existen diferencias entre los pacientes a presentar anemia
inducida por la RBV? y ;por qué se producen mayores concentraciones
plasméticas de RBV en determinados pacientes tomando las dosis estdndares
establecidas? Se necesitan estudios posteriores para resolver estas cuestiones.
El impacto de las propiedades farmacolégicas de la RBV debe ser mads

investigado y se requieren mds estudios para conocerlo.
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Conclusiones:

1. Los pacientes con RVP tienen menor peso y una GGT mads baja que los
pacientes NR a las 12 semanas de tratamiento, mientras que los pacientes con

RVS presentan menor edad y menor carga viral que los no-RVS.

2. La TPR media durante todo el tratamiento es de 2,5 ug/ml.

3. En ningiin mes durante el tratamiento las TPR se asocian a la RVP ni a la
RVS, aunque se observa que los pacientes con RVP y RVS presentan tasas

mas elevadas.

5. Los pacientes que presentan concentraciones de RBV >5 pg/ml durante los
cuatro primeros meses de tratamiento tienen mayor probabilidad de tener RVS

que los pacientes que no presentan dicha elevacion.

6. La pérdida de peso y el descenso de los valores de Hb durante el
tratamiento, se correlacionan con la presencia de altas concentraciones de

RBYV pero no con la RVS.

7. Los pacientes con un mayor descenso de Hb (>25%) reciben menos dosis
de RBV por Kg de peso mensualmente y tienen mayores TPR durante el

tratamiento que los pacientes con menor caida de Hb (<25%).

9. Tener mayor edad, mayores niveles basales de Hb y altas TPR durante el
tratamiento se asocian positivamente con una mayor reduccién (>25%) de Hb

durante el tratamiento.

10. En el andlisis multivariante, la edad del paciente, el nivel de Hb basal, la
dosis media de RBV por kilogramo (mg/Kg) durante el tratamiento y la media

de TPR durante el tratamiento (ug/ml) son factores independientemente
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asociados a un mayor descenso de Hb con respecto la Hb basal.

Por lo tanto podemos concluir que:

Los descensos de Hb inducidos por el tratamiento con RBV se
correlacionan negativamente con la dosis/kg de RBV, pero positivamente con
las TPR durante el tratamiento. Ademas, los pacientes que presentan elevadas
TPR durante los 4 primeros meses de tratamiento consiguen una mejor
respuesta al tratamiento antiviral, pero el hecho de que estas altas tasas se den
en un nimero tan pequefio de pacientes, y que no siempre se produzcan en el
mismo momento del tratamiento, hace dificil su monitorizacién y resta valor a
su aplicacidn en la préctica clinica habitual. Nuestros resultados, contribuyen
a afirmar el hecho de que altas TPR conllevan una mejor respuesta al
tratamiento antiviral de la HCC, aunque no son necesarias para poder alcanzar

la RVS.
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