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Nuestra recompensa

se encuentra en el esfuerzo
y no en el resultado;

un esfuerzo total es

una victoria completa.

(Mahatma Gandhi)

A mis padres
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RESUMEN

La hepatitis C es una enfermedad del higado causada por el virus del
mismo nombre que puede dar lugar a una infeccién aguda o cronica. Este virus
se considera la primera causa de cirrosis descompensada, de carcinoma

hepatocelular, de trasplante hepético y de muerte por causa hepética.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud, hay aproximadamente 71
millones de personas infectadas con el virus de la hepatitis C (VHC) en todo el
mundo y cada afio se diagnostican 1,75 millones de personas. El hecho de
compartir vias de transmision con el VIH hace que un grupo importante de
poblacidén que sufre esta enfermedad se encuentra coinfectada con el virus de
la inmunodeficiencia humana. En los enfermos que realizan tratamiento con
antivirales de accion directa (AADs), la respuesta viral sostenida (RVS) tras el
tratamiento frente a la hepatitis C parece reducir, ademas, el riesgo de
progresion de la infecciéon por VIH y las muertes de causa no hepatica, Estos
nuevos antivirales han marcado un antes y un después en la cura de esta
enfermedad. La terapia libre de interferbn con nuevos antivirales de accion
directa (AADs) abre las puertas a la erradicacion de la hepatitis C. Para ello
seran necesarios esfuerzos en todos los dmbitos de la salud publica, en la
epidemiologia, en la clinica, y también en el diagnéstico y en la monitorizacion

del tratamiento.

Los AADs actuan directamente sobre distintas regiones del genoma del
virus: la region NS3, NS5A y NS5B, respectivamente. Estos farmacos se
utilizan en distintas combinaciones entre si, normalmente cubriendo varias
dianas a la vez. En la actualidad, en Espafa, se encuentran comercializados
inhibidores de la polimerasa NS5B (dasabuvir y sofosbuvir), inhibidores de la

fosfoproteina NS5A (daclatasvir, ledipasvir y ombitasvir, velpatasvir, elbasvir) e
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inhibidores de la serinproteasa NS3 (boceprevir, telaprevir, simepreuvir,

paritaprevir, grazoprevir y voxilaprevir).

A pesar de que los AADs tienen una eficacia superior al 90%, existen
casos en los que no se consigue respuesta viral sostenida. Existen multiples
estudios que relacionan determinadas mutaciones genéticas en las distintas
dianas de los antivirales. En Espafia, hay pocos estudios publicados que
describan datos ‘en vida real’ de prevalencia de estas sustituciones asociadas
a resistencia (SARSs). Es por ello que en el presente estudio hemos analizado la
prevalencia de las SARs de pacientes que han fallado a una primera linea de

tratamiento con AADSs.

El fallo de AADs es un evento desafortunado que puede ocurrir con
todos los genotipos de VHC y se asocia con frecuencia, pero no siempre, con
la presencia de sustituciones asociadas a la resistencia al VHC (SARs). Hasta
que los nuevos regimenes pangenotipicos, con alta resistencia genética a la
barrera y potencia antiviral, estén disponibles en todos los paises, los datos
preliminares sugieren que el nuevo tratamiento se puede optimizar en base a

las pruebas de SARs tras un fallo a AADs.

En este estudio se informa del uso de retratamiento guiado por
resistencia de pacientes que fallaron los regimenes previos que contenian
inhibidores de NS5A en la cohorte multicéntrica GEHEP-004. Este es el mayor
estudio de cohortes de resistencia a antivirales de accion directa (ADDSs)
realizado en Espafia. Nuestro objetivo es proporcionar recomendaciones sobre
como usar la informacion de resistencia en situaciones donde Vosevi® puede
no estar disponible. Antes del retratamiento, se realiz6 la secuenciacion basada
en la poblacién de los genes NS3, NS5A y NS5B del VHC. Después de recibir
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un informe completo de interpretacion de la resistencia, se eligié el régimen de
retratamiento y se registré la respuesta viroldégica sostenida 12 semanas
después de la finalizacion del tratamiento (RVS12). Un total de 342 pacientes
que experimentaron fallo virolégic después del tratamiento con sofosbuvir /
ledipasvir * ribavirina (54%), sofosbuvir / daclatasvir = ribavirina (23%), o
paritaprevir-ritonavir / ombitasvir = dasabuvir * ribavirina (20%) han sido
estudiados. Después de un informe de resistencia, 186 pacientes fueron
retratados. Se logré una RVS12 para el 88,1% de los pacientes que fallaron
después de sofosbuvir / ledipasvir * ribavirina, el 83,3% de los pacientes que
fracasaron después de sofosbuvir / daclatasvir + ribavirina, el 93,7% de los
pacientes que fallaron después de paritaprevir(ritonavir) + ombitasvir *
dasabuvir + ribavirina. Mostramos como el retratamiento guiado por
resistencias en conjunto con un informe interpretado permite alcanzar tasas de
RVS cercanas al 90%. Nuestra hipotesis es que las tasas de RVS pueden
incluso mejorarse si se discuten los datos de resistencia entre los virélogos
experimentados y los clinicos que tratan. Creemos que nuestros datos pueden
ser relevantes para paises donde el acceso a las nuevas combinaciones de
AADs es limitado.

Por otro lado, analizamos la eficacia del tratamiento de primera linea
AADs con informacion SARs basales en pacientes sin exposicion previa a
estos farmacos. Hemos realizado un estudio en el que participaron centros que
colaboran en la cohorte de resistencias GEHEP-004, entre 2015 y 2017. Se ha
realizado secuenciacion de Sanger y se ha emitido un informe completo de
resistencias. Con él, el médico decidio la terapia, la duracion y el uso de
ribavirina. Los datos de respuesta viroldgica sostenida (RVS12) estan
disponibles en 277 pacientes. La prevalencia de SARs no super6 el 10%. La
eficacia del tratamiento guiado por resistencias basales en nuestra cohorte ha

sido alta en los genotipos de VHC mas prevalentes en Espafia.
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A pesar de las altas tasas de respuesta asociadas al tratamiento del
virus de la hepatitis C (VHC), no se adquiere inmunidad protectora, lo que
permite la reinfecciébn y la infeccibn continua. Distinguir entre recaida y
reinfeccibn es crucial para el asesoramiento del paciente y para elegir el
tratamiento mas adecuado. Hemos realizado un profundo analisis filogenético
con multiples genes para evaluar el genotipo y la reinfeccién en 53 pacientes a
los que se les tomaron muestras antes del inicio de la terapia y en el momento
de la evaluacion de la RVS12. El 60,4% estaba coinfectado con VIH y la gran
mayoria se clasific6 como personas usuarias a drogas por via parenteral
(78,6%), a menudo también coinfectadas con VIH. La transmision fue sexual en
siete casos, de los cuales cinco en hombres VIH positivos que tienen sexo con
hombres. En general, la recidiva viral se dio en 44 pacientes, mientras que no
se llegd a ninguna conclusion para cuatro pacientes. Cinco pacientes se
reinfectaron con una cepa diferente de VHC, no detectandose en todos un
genotipo diferente entre ambas muestras, lo que demuestra que la filogenia es
necesaria no solo para determinar el genotipo, sino también para distinguir

entre la recidiva y reinfeccion intrasubtipo.
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PALABRAS CLAVE

VHC, SARs, resistencias, AADs, antivirales, NS5B, hepatitis, NS5A, NS3, RVS,

virus, secuenciacion

TESIS DOCTORAL — Ana Belén Pérez Jiménez 15



Caracterizacién viroldgica de los pacientes tratados frente al virus de la hepatitis C con antivirales
de accion directa libres de interferon que no consiguen respuesta viral sostenida

TESIS DOCTORAL — Ana Belén Pérez Jiménez 16



Caracterizacién viroldgica de los pacientes tratados frente al virus de la hepatitis C con antivirales
de accion directa libres de interferon que no consiguen respuesta viral sostenida

ABREVIATURAS

AADs: antivirales de accion directa

ADN: Acido desoxiribonucleico

ADVP: Adictos a drogas via parenteral

AEMPS: Agencia Espafola del Medicamento y Productos Sanitarios
ARN: Acido ribonucleico

DCV: Daclatasvir

DSV: Dasabuvir

EBV: Elbasvir

FC: Fold-change

FDT: fin de tratamiento

GEHEP: Grupo Espafiol de Estudio de Hepatitis Viricas
GT: genotipo

GCV: Glecaprevir

GRZ: Grazoprevir

HLR: Alto nivel de resistencia

HSH: hombres que tienen sexo con hombres
ILR: Nivel intermedio de resistencia

IFN: Interferén

LDV: Ledipasvir

mITT: Analisis con intencion de tratar modificado
OMB: Ombitasvir

Nt: nucleoétidos

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

Pb: pares de bases

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa
PDS: pérdida de seguimiento

PTV: Paritaprevir

PrOD/PrO: Paritaprevir(ritonavir)/OmbitasvirtDasabuvir
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PBV: Pibrentasvir

RIC: Rango intercuartilico

RVS: respuesta viral sostenida
SARs: sustituciones asociadas a resistencia
SMV: Simeprevir

SOF: Sofosbuvir

TPI: tratamiento previo a interferon
UDS: secuenciacion masiva

Ul: Unidades internacionales

VEL: Velpatasvir

VHC: virus de la hepatitis C

VOX: Voxilaprevir

WT: cepa salvaje, sin SARs
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ESTRUCTURA MOLECULAR DEL VIRUS Y VARIABILIDAD GENETICA

El virus de la hepatitis C (VHC) es un virus pequefio (50 nm de didametro)
y envuelto. Los primeros analisis por microscopia electréonica de particulas
virales aisladas de muestras de suero e higado de pacientes y chimpancés

infectados mostraron la presencia de particulas esféricas de unos 33-70 nm*™.

Es un virus hepatotropo, perteneciente a la familia Flaviviridae,
género Hepacivirus®. Fue identificado y caracterizado por M. Houghton en
1989°, tras afios de investigacion para la deteccién del genoma del virus
entonces llamado noA-noB. Su genoma esta constituido por una Uunica
molécula de ARN de polaridad positiva que abarca unos 9600 nucleétidos (nt).
El marco de lectura esta flanqueado por dos regiones en los extremos 5’ y 3’
con estructura secundaria conservada, como se observa en la figura 1. El
extremo 3’ es esencial para la replicacion’. La traduccién del marco de lectura
da lugar a una poliproteina precursora de unos 3000 aa. Tras el procesamiento
de esta poliproteina por parte de proteasas virales y del huésped, da lugar a
tres proteinas estructurales (core, E1 y E2), la proteina p7 y también seis
proteinas no estructurales (NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A y NS5B).

(a) Genoma viral

5'NC A'NC
IRES
. Traduccidn
(b} Poliproteina
| c E1 E2 p7| NS2 NS3 |$ NS4B MNE5A NSEB
Proteinas estructurales Proteinas no estructurales

Procesamiento
(c) Proteinas

| c ” E1 ” E2 | | NS2 ” NS3 || NS48 ” NSEA ” NS5B

Core Glucoproteinas | Proteasa  Serin Helicasa | Red de ? ARN polimarasa

de la envusita proteasa mambranas

Viroporina Cofactor NS3

Figura 1: Esquema de la organizacion genomica del virus de la hepatitis C y las
proteinas virales. Imagen cedida por Pérez-Del Pulgar, S.*
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La proteina core se encuentra formando parte de la nucleocapside
y ha sido relacionada con diversas vias de sefalizacion celular importantes
para el virus. Las otras 2 proteinas estructurales son responsables de la
entrada y fusioén viral. La proteina p7 es una proteina de membrana con funcién
poco clara, probablemente relacionada con un canal ionico. El resto de
proteinas (las no estructurales), tienen funciones relacionadas con el
procesamiento de la poliproteina y con la replicacion viral. Esta responsabilidad
las ha convertido en dianas terapéuticas, actuando sobre su sintesis, los

llamados antivirales de accion directa (AADS).

La proteasa NS2 interacciona con la proteina p7 y con la proteina
estructural, jugando un importante papel en la replicacién de viriones, como
describe Popescu et al®. La proteina NS3 contiene un dominio serinproteasa en
un extremo y una serin/ATPasa en el otro; proteina a la que se asocia la
proteina NS4A como cofactor. Este complejo proteasa NS3-NS4A es
fundamental para el ciclo vital del virus porque cataliza el procesamiento del
resto de proteinas no estructurales. NS4B es una proteina de membrana que
altera las membranas intracelulares, siendo este proceso vital para la formacién
del complejo de replicacién. NS5A es una metaloproteasa fosforilada con una
funcién no definida en el ciclo biolégico del virus aunque parece interaccionar
con varias proteinas celulares. NS5B es una polimerasa viral, concretamente
una ARN-polimerasa dependiente de ARN. Ademds, hay otra proteina, la
llamada proteina F, la cual se genera por el desplazamiento del marco de

lectura en la region de codificacion de nucleo.

Una caracteristica fundamental del VHC es su variabilidad genética, es
decir, alto grado de heterogeneidad entre las secuencias genomicas y, por lo
tanto, entre las proteinas codificadas. Esta caracteristica tiene grandes
repercusiones como son la dificultad para la obtencién de una vacuna frente al
virus o la seleccion de cepas mutantes durante el tratamiento. Da lugar a una

poblacion de genomas con variantes de ARN conocidas como cuasiespecies.
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Dentro del genoma, hay regiones con mayor y menor variabilidad
genética como, por ejemplo, la regién del core, que es altamente conservada y
la region hipervariable que como su nombre indica, tiene una mayor capacidad
de variacién. Mutaciones en esta region hipervariable puede permitir al virus
mantener infecciones mas persistentes y ha sido relacionado con la baja

respuesta en tratamientos con interferén®.

La ya comentada alta variabilidad genética del virus, debida a la alta tasa
de produccion de viriones asi como la carencia de funcion correctora por parte
de ARN-polimerasa y de que se trate de un virus de polaridad positiva, ha
forzado la evolucion del virus al desarrollo de 7 genotipos y 67 subtipos
distintos descritos™®**. En la figura 2 quedan reflejados los distintos genotipos
del VHC descritos por Bukh'?.

46% of all HCV infections. Worldwide distribution.
Subtypes 1a and 1b most prevalant. Subtype 1a widespread (DU
Subtype 1b — istrogenic spread.

% of all HCV infections.
Highly prevalent in middle East
and north and cendral Africa.

* Subtype da — iatrogenic spread,

6% of all HCV infections. pamarily in Egypt.

Prevalent in southeast
Asia. Subtype 6a - 1IDU <4
spraad in Hong Kong

Subtype d4d - DU spread in
European cities.

and Vietnam.
e % 4y
AT 7 e " ; .
) o % 1% of all HCV infections.
5";‘:'\1‘:‘_ ’ 7 k: N\:S_L :i:ﬂﬂ.; H} Highly prevalent in South Africa.
Sy i "B,
“as,, 0 3h
P ;
8 IR o 30% of all HCV infections.
& *3\"5_‘:,’-'!; Workdwide distribution
"n‘. T4 g5 i Highly prevalent in northern
Fer ol Europe and south Asia.
MR- Subtype 3a — widespraad IDU.
e
‘#t;:-‘?:"‘}q- R
2 7 ER )
r ?*ak;'?.?: fga;i%{j‘i 20
q ;:15;5%55%.5%"15 3a . Only found in a few individuals
2""2'2.32:' 2 a-:.'zlﬁ' 2c from central Africa_

9% of all HCV infections. Workdwide distribution.
Highly prevalent in western Africa. Subtype 2a and 2b most prevalent.
Subtypes 2a and 2b — istrogenic spread.

Figura 2: Arbol filogenético con la clasificacion genotipica del VHC publicado
por J. Bukh'?
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Recientemente, en octubre de 2018, se ha descrito un octavo genotipo
detectado en pacientes de la India residentes en Canada'®, publicado por
Borgia et al. En este estudio, detectan cuatro casos a los que se les asigna GT-
5 tanto con el ensayo LiPA como con el de Abbott RealTime, pero se vio que
era genéticamente distinto a los 7 genotipos previamente descritos con mas del

30% de divergencia en la secuencia de nucleétidos obtenida.

La alta variabilidad genética del virus dificulta la determinacién rutinaria
del genotipo viral. Existen distintos métodos y plataformas comerciales para la
determinacién del genotipo, pudiendo diferir los resultados, fundamentalmente
a nivel de subtipo, en funcion de las dianas gendmicas que utilice. De hecho,
existen varios estudios comparativos entre distintas plataformas que muestran
como las técnicas que incluyen NS5B como diana, obtienen mejores

resultados®**°.

En el tratamiento de la infeccién por el virus de la hepatitis C, la correcta
determinacién del genotipo ha sido determinante para la eleccién de un
régimen optimo y un resultado eficaz. En los ultimos meses, han aparecido
terapias frente al VHC consideradas pangenotipicas que hacen plantearse la
necesidad de la determinacion del genotipo previo al inicio de la terapia. Al
margen del cuestionable planteamiento de la necesidad de la determinacion
basal del genotipo, debe considerarse la importancia de éste a nivel
epidemioldgico para poder detectar probables brotes epidémicos o la
diferenciacion entre recidivas y reinfecciones en un mismo paciente, como

veremos en el presente trabajo.
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CICLO BIOLOGICO DEL VHC

La replicacion del VHC se da fundamentalmente en los hepatocitos pero
se han detectado genomas y antigenos virales en otras células como células
mononucleares de sangre periférica, células dendriticas o en el sistema

nervioso central.

En su ciclo biolégico*®, el virus pasa por distintas etapas que se

resumen a continuacion y se muestran graficamente en la figura 3:

1) Primeramente, destacar que la particula viral circula libre o asociada a
lipoproteinas (formando las llamadas lipoviroparticulas)

2) La interaccion inicial del virion con la membrana celular esta mediada
por glucosaminoglucanos (GAG) para concentrar el virus en la superficie
celular. A continuacion, el VHC interacciona de manera secuencial con
diversos receptores, algunos de ellos, reguladores de la fusién de la
envuelta viral con la membrana plasmaética.

3) La entrada en el hepatocito se produce por endocitosis dependiente de
clatrina

4) La fusion de la envuelta del virus con la membrana del endosoma

5) Desencapsidacion y liberacion del ARN viral

6) Traduccion del ARN viral y procesamiento de la proliproteina por
proteasas virales y del huésped

7) Replicacion del ARN viral en el complejo de replicacion, asociado a la
red de membranas

8) Formacion de la capside y ensamblaje de los nuevos viriones alrededor
de las gotas lipidicas

9) Las particulas del VHC se asocian a lipoproteinas y son liberadas a

través de la via de secrecioén celular
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Figura 3: Representacion del ciclo biolégico del VHC. Imagen cedida por Pérez-
Del Pulgar, S.*.

ANTECEDENTES Y EPIDEMIOLOGIA

Segun la Organizacion Mundial de la Salud, hay aproximadamente 71
millones de personas infectadas con el virus de la hepatitis C (VHC) en todo el
mundo y cada afio se diagnostican 1,75 millones de personas. Por otro lado, se
estima que cada afo, mueren unas 399.000 personas en el Mundo a causa del
virus de la hepatitis C, sobretodo por cirrosis y por hepatocarcinoma'’. La
misma organizacion, estima que entre el 15 y el 45% de las personas
infectadas, elimina el virus espontaneamente en un plazo igual o inferior a seis
meses, sin necesidad de tratamiento alguno. Por el contrario, el 60 y el 80%
restante, desarrollara infeccion cronica; en estos casos, el riesgo de cirrosis

hepatica a los 20 afios, segun la fuente, varia entre el 10-30%.
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La hepatitis C es prevalente en todo el mundo. Las regiones de la OMS
mas afectadas son las del Mediterraneo Oriental y Europa, con una prevalencia
del 2,3% y 1,5% respectivamente. La prevalencia de la infeccion por VHC en
otras regiones de la OMS oscila entre el 0,5% y el 1,0%. En funcién del pais, la
infeccion por el virus de la hepatitis C puede concentrarse en algunas
poblaciones (por ejemplo, entre los consumidores de drogas inyectables), y/o
en la poblacion en general. La distribucion de genotipos del VHC es variable
segun la region. Puede verse la prevalencia segun la region graficamente en

las figuras 4 y 5.
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Figura 4: Prevalencia de infeccion por VHC (ARN positivo) en la poblacién

general, por region, con intérvalos de incertidumbre. OMS; afio 2015.

En Espafa, se han realizado estudios de prevalencia del virus de la
hepatitis C como el realizado sobre la cohorte Gehep-005. Es el mayor
estudio sobre la prevalencia y distribucion de genotipos de VHC en Espafia
entre los afios 2000 y 2015, relacionados con factores clinicos, epidemiol6gicos
y virologicos. Es un estudio multicéntrico, realizado en 10 comunidades

autoénomas.
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Figura 5: Distribucion Mundial de la infeccion por VHC segun genotipo,
publicado por The Polaris Observartory HCV Collaborators, 2015".

Se incluyeron mas de 48.000 pacientes con infeccién crénica por el
VHC, siendo el genotipo mas frecuente el genotipo 1 (66,9%) (24,9% subtipo
lay 37,9% subtipo 1b), 2,8% GT-2, 17,3% GT-3, 11,4% GT-4, 0,1% GT-5y
0,02% GT-6. En este estudio se confirma que las distribuciones de genotipos
varian con la coinfeccién por edad, sexo, VIH y VHB y dentro de areas

geograficas y grupos epidemioldgicos.

Vias de transmision

La transmision del VHC es principalmente a través de la exposicion a
sangre infectada. Los riesgos de transmision incluyen transfusion de sangre
(sobretodo, antes de 1992), uso de drogas intravenosas, actividad sexual de

alto riesgo, trasplante de 6rganos sélidos de un donante infectado, exposicién
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ocupacional, hemodialisis, exposicion doméstica, nacimiento de una madre

infectada y consumo intranasal de cocaina.

Segun los Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades
(CDC) de EE.UU., los factores de riesgo mas comunes para la infeccion aguda
por VHC, desde 1991 hasta 1995, fueron las drogas intravenosas (60%) y las
conductas sexuales (20%). Otros modos de transmisidn (ocupacional,
hemodialisis, domiciliaria y perinatal) representaron aproximadamente el 10%
de las infecciones. Se puede identificar un factor de riesgo potencial en
aproximadamente el 90% de las personas con infeccion por VHC. En el 10%

restante, no se puede identificar una fuente reconocida de infeccion.

IMPLICACION CLINICA DEL VHC: HEPATICA Y EXTRAHEPATICA

Tras el momento de la infeccién por el VHC, se entra en la denominada
fase aguda. La hepatitis aguda por el VHC no suele cursar con sintomas, pero
las personas que si los presentan manifiestan habitualmente astenia, ictericia y
orina oscura. En el 10%-30% de las infecciones agudas por hepatitis C, el virus
desaparece espontaneamente sin tratamiento, lo que significa que deja de ser
detectable en la sangre. En estos casos, los pacientes muestran, a menudo,
una recuperaciéon completa y, a veces, ni siquiera son conscientes de que han
estado expuestos a dicho virus. Sin embargo, pueden seguir dando positivo en

los analisis de anticuerpos frente al virus de la hepatitis C.

Desgraciadamente, la evolucion mas frecuente de la infeccion es hacia
la cronicidad (70%-90% de las personas que se infectan por el virus de la
hepatitis C). En la hepatitis C cronica, el VHC sigue provocando dafio hepético

durante periodos prolongados. Dado que muchas personas con hepatitis C
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cronica se mantienen sin sintomas durante afios, la infeccion con frecuencia no
se diagnostica, o bien, se diagnostica de manera casual. Debido a que los
pacientes pueden no ser conscientes de que tienen hepatitis C, no reciben el
tratamiento 0 asesoramiento adecuados para ayudar a reducir 0 prevenir una
mayor lesion hepatica. En ocasiones, en un cuadro de infeccion cronica,
algunos pacientes sufren trastornos extrahepaticos consecuencia de la
infeccion por VHC, como trastornos articulares o cutdneos. Estos pacientes

pueden tener manifestaciones autoinmunitarias con clinica muy variable?>,

El periodo de incubacion es de 14-180 dias (promedio 45 dias), y
actualmente no se dispone de vacunas contra la hepatitis C. Predictores de

cronicidad en la infeccién por VHC son®:

e Sexo masculino

e Edad >25 afios en el momento de la infeccién
¢ Infeccion aguda asintomética

e Etnia afroamericana

¢ Infeccion por VIH

e Inmunosupresion

La infeccién por hepatitis C habitualmente avanza lentamente en un
periodo de muchos afos, y entre 10% y 20% de los pacientes con hepatitis
cronica pueden pasar a desarrollar cirrosis hepatica en un periodo de 20 afos.
En la siguiente figura (figura 6) se muestra la historia natural del VHC,

publicada por Chen et al*%.
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Figura 6: Evolucion natural del VHC

TRATAMIENTO FRENTE AL VHC

e REGIMENES CON INTERFERON:

e Interferén peqilado:

Existen dos tipos, el interferén pegilado alfa-2a y el alfa-2b, unidos a
moléculas de polietilenglicol de distintos tamafio y configuracion. El
interferon pegilado alfa-2a estd unido a una molécula de polietilenglicol
ramificada de 40 kDa de peso molecular, mientras que el interferon
pegilado alfa-2b, lo esta a una molécula lineal de 12 kDa. El interferon
pegilado alfa-2a, debido al mayor tamafio de su molécula, tiene una
semivida mas larga y menor accién antiviral, mientras que el alfa-2b
tiene una semivida mas corta y mayor accion antiviral en humanos. Sin
embargo, hoy se sabe que la accion del interferobn no depende de su

tamafo, sino de su unién a un receptor especifico de la membrana, el
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receptor tipo | del interferon. Al unirse el interferon a la porcidn
extracelular del receptor, se desencadena en el citoplasma una
activacion de cinasas especificas (TYK-2 y JAK-1) y de las vias de
transduccion (STAT 1 y 2), que terminan con la trascripcion de varios
genes que participan en la sintesis de proteinas responsables de la
respuesta celular antiviral. También el interferon induce la produccion de
distintas citocinas que participan en la respuesta antivirica y potencia la
respuesta inmune celular especifica contra las células infectadas por el
virus?®. Desde la aparicién de los nuevos antivirales de accion directa, el
uso del interferon como tratamiento en la infeccién por VHC, ha quedado
muy relegado, debido a los frecuentes e importantes efectos adversos

que, a menudo, acompana.

e Ribavirina:

Es un nucleésido sintético que actua sobre distintos virus, entre ellos, el
virus de la hepatitis C. La ribavirina (RBV) sufre un proceso de
fosforilacion en las células infectadas utilizando enzimas tisulares como
la adenosin kinasa. La ribavirina monofosfato inhibe la sintesis de
guanosin monofosfato, reduciendo sus niveles intracelulares. La
ribavirina trifosfato inhibe la enzima mRNA-guanililtransferasa inhibiendo
la sintesis de ARN mensajero virico y también ARN polimerasa. En el
caso del VHC ejerce su afecto antiviral a través diversos mecanismos,
entre ellos, mutagénesis letal.

En el tratamiento del VHC, RBV nunca se utiliza en monoterapia; ha sido
utilizada durante afios combinada con INF (hoy en dia, esta combinacion
se considera una pauta subdptima, con las alternativas terapéuticas
existentes) y, actualmente, también se utiliza en combinacién con los
AADs; segun el caso y las recomendaciones de las guias, para
aumentar la eficacia. El uso de RBV es una herramienta util en aquellos

pacientes dificiles de curar como los pacientes con cirrosis
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descompensada o infectados por el genotipo 3 y aquellos que no han
logrado una RVS después de un tratamiento con antivirales de accion
directa (AADs). Puede causar efectos adversos relacionados con una
disminucién de la hemoglobina, sin embargo, la anemia grave es rara y
facilmente manejable con una reduccion de dosis. Ademas, es un
componente teratdgeno. En la practica, debido a que la RBV es barata y
bien tolerada cuando se combina con un régimen sin interferon, sigue
siendo una herramienta util para optimizar los resultados de algunos

regimenes de tratamiento contra el VHC?*.

Previamente a la aparicion de los antivirales de accion directa, se
realizaban pautas de tratamiento con interferon (pegilado) —pegINF- con o sin
ribavirina (RBV). Las tasas eficacia obtenida con estas pautas, tanto en ensayo
clinico cuando se comercializé el interferén pegilado, como en préctica clinica
real, no eran muy altas (alrededor del 50% de eficacia), segun el estudio
considerado y el tipo de paciente (presencia de cirrosis, etc.). En la siguiente
figura (figura 7) se muestra graficamente la tasa de respuesta viral sostenida

(RVS) en tres estudios®® 22,

Tasa de RVS
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Figura 7: Tasas de RVS en distintos estudios con regimenes basados en INF
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Con la aparicion de los AADs, empezaron a recomendarse pautas sin
INF, evitando asi los frecuentes efectos secundarios/adversos producidos por
este farmaco. La primera generacion de AADs (boceprevir y telaprevir) si se
utilizaban combinados con INF, con o sin RBV.

-  REGIMENES BASADOS EN AADs:

Gracias a los avances en investigacion que han permitido conocer en
mayor profundidad la estructura gendmica y el ciclo biolégico del virus, se han
podido explotar nuevas dianas terapéuticas que actian directamente sobre la
replicacion del virus; de ahi el nombre de antivirales de accion directa (AADS).

En funcion de la diana terapéutica, se ha desarrollado y comercializado
en nuestro pais los siguientes farmacos. Un resumen gréfico de las dianas de
los nuevos AADs quedan reflejados en la figura 8, cedida por N.Chueca®.
Destacamos tres familias de farmacos, que actdan sobre las regiones de
proteinas no estructurales. En funcién de la diana terapéutica, podemos
agrupar los farmacos de cada diana por grupo o familia, compartiendo la

terminacién en su denominacion, es decir:

- Inhibidores de la proteasa (NS3/NS4A): los farmacos de este grupo
terminan en ‘-previr

- Inhibidores del complejo NS5A: los farmacos de este grupo terminan en
‘-asvir’

- Inhibidores de la polimerasa NS5B: estos farmacos terminan en ‘-buvir
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Figura 8: Dianas terapéuticas para el desarrollo de agentes antivirales de

accion directa. Figura cedida por N. Chueca®.

> Inhibidores de la proteasa NS3:

a) BOCEPREVIR Y TELAPREVIR (BCV y TPV)

Fueron los AADs de primera generacibn que se aprobaron en
nuestro pais. Eran administrados en combinacion con INF y, en
algunos casos, también con RBV. En este momento, no se
consideran una buena opcién terapéutica al haber quedado
relegados por otras pautas libres de IFN y con mejores tasas de

respuesta.
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b)

d)

Su mecanismo de accion es la inhibicibn de la proteasa viral
NS3/NS4A, y fueron aprobados para tratar la infecciéon del VHC

genotipo 1332,

SIMEPREVIR (SMV)

Primer inhibidor de la proteasa que ha sido utilizado libre de INF, en
combinacién con sofosbuuvir.

Es activo frente a genotipos 1, 4, 5y 6 pero, segun el informe de
posicionamiento publicado por la Agencia Espafiola del Medicamento
y Productos Sanitarios, esta aprobado para genotipos 1 y 4 en

nuestro pais*?.

PARITAPREVIR (PTV)

Paritaprevir se comercializa en combinacion con ombitasvir y, a su
vez, potenciado con ritonavir. Estd aprobado para el tratamiento de la
infeccion por VHC genotipo 1, combinado también con dasabuvir v,
opcionalmente, con RBV. Sin dasabuvir, estad aprobado para

genotipo 4, también**.

GRAZOPREVIR (GRZ)

Grazoprevir es un inhibidor de la proteasa que se administra

coformulado con elbasvir. Esta aprobado para genotipos 1a, 1by 4%,

GLECAPREVIR y VOXILAPREVIR (GCV y VOX)

Glecaprevir y Voxilaprevir son inhibidores de la proteasa viral,
aprobados en nuestro pais después del periodo de estudio de este

trabajo (en noviembre de 2017), por lo que no han sido evaluados.
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Son farmacos que se administran y estan formulados en
combinacion; glecaprevir con pibrentasvir y, voxilaprevir con
velpatasvir y sofosbuvir, respectivamente. Tienen como ventaja tener
actividad frente a todos los genotipos, por lo que son considerados

AADs pangenotipicos®**’.

> Inhibidores de la proteasa NS5A:

a)

b)

DACLATASVIR (DCV)

Primer inhibidor de NS5A comercializado en nuestro pais. Las
recomendaciones de administracidén es conjuntamente con sofosbuvir

con o sin RBV. Esta aprobado para los genotipos 1, 3y 438,

LEDIPASVIR (LDV)

Inhibidor de NS5A aprobado para los genotipos 1 y 4; en
determinados casos también esta autorizado para genotipo 3 aunque
se ha comprobado que su actividad para este genotipo es

limitada3®4°,

OMBITASVIR (OMB)

Inhibidor de NS5A formulado en conjunto con Paritaprevir (ritonavir),
aprobado para genotipo 1 y 4. En genotipos 1, se afiade también
dasabuvir. Ademas, si esté recomendado y no es clinicamente

incompatible, debe afadirse RBV.
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d) ELBASVIR (EBV)

Inhibidor de NS5A formulado con glecaprevir. Aprobado en nuestro
pais para genotipos VHC 1y 4.

e) VELPATASVIR (VEL)

Inhibidor de NS5A con alta barrera genética. Se administra
combinado con sofosbuvir, con o sin RBV. Recientemente, se ha
aprobado una nueva combinacion con sofosbuvir y voxilaprevir. Esta
dltima combinacién suele reservarse para pacientes con fallo a
tratamiento previo. Como SOF-VEL-VOX, ha sido aprobado tras el

periodo del estudio, no ha sido evaluado en el analisis*'.

f) PIBRENTASVIR (PBV)

Inhibidor de NS5A aprobado en combinacion con glecaprevir. No

evaluado en este estudio.

> Inhibidores de la polimerasa viral NS5B:

a) SOFOSBUVIR (SOF)

Primer inhibidor de NS5B aprobado en nuestro pais. Es un farmaco
muy potente y se caracteriza por ser pangenotipico y con una alta
barrera genética. Actualmente, se utiliza en combinacion con otros
AADs. Antes de la aparicion de combinaciones pangenotipicas, era
una alternativa combinado con INF para los pacientes infectados por
genotipo 3. Este régimen ha quedado relegado al considerarse

subéptimo*?.
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b) DASABUVIR (DSV)

Es un inhibidor de la polimerasa viral no analogo de nucledgsidos.
Farmaco aprobado para genotipo 1, en combinacién con

paritaprevir(ritonavir) y ombitasvir, con o sin RBV.

DETECCION DE SARs Y SU IMPLICACION EN LA RVS

En ausencia de tratamiento antiviral, el VHC conduce a cirrosis,
carcinoma hepatocelular (HCC), insuficiencia hepética y muerte. El tratamiento
con antivirales de accién directa (AADs) es altamente eficaz y tiene efectos
secundarios limitados. Las combinaciones actuales de AADs que se
recomiendan como tratamiento de primera linea de los pacientes infectados por
el VHC segln las directrices AASLD-IDSA*® y EASL*, permiten alcanzar tasas
de respuesta virolégica sostenida (RVS) practicamente superiores al 90% para
todos los genotipos del VHC.

Un tratamiento dirigido guiado por un informe de interpretaciéon de SARs

puede permitir alcanzar mejores tasas de eficacia® ™.

GUIAS DE TRATAMIENTO FRENTE AL VIRUS DE LA HEPATITIS C

Existen guias de tratamiento nacionales e internaciones para el manejo y
tratamiento de la infeccion por VHC. A continuacion, mostramos un resumen de

las principales guias clinicas.

> Resumen de la guia clinica de tratamiento de la Asociacion Espafola para

el Estudio del Higado — AEEH vy la Sociedad Espafiola de Enfermedades
)49

Infecciosas vy Microbiologia Clinica (actualizacién de julio de 2018
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Caracterizacion viroldgica de los pacientes tratados frente al virus de la hepatitis C con antivirales
de accion directa libres de interfer6n que no consiguen respuesta viral sostenida

Pacientes no cirroticos
Pacientes Experiencia tratamiento previo
naives
Gen la
Experimantados a IFN
naives
Gen 1b
&N Experimentados a IFN
naives
Gen 2
= Experimentados a IFN
naives
Gen 3
= Experimentados a IFN
naives
Gen 4
= Experimentados a IFN
naives
Gen 5
= experimentados a IFN
naives
Gen &
= Experimentados a IFN

*Los pacientes no cirréticos, con carga viral inferior a 6 millones Ul/ml,
pueden ser tratados por un periodo de 8 semanas
**En pacientes con mal prondstico (F3 o presencia de SARs basales en

NS3 o la A30K en NS5A) se recomienda alargar el tratamiento a 12

semanas
Pacientes con cirrosis compensada
Pacientes Experiencia tratamiento previo | SOFfVEL| GLE/PIB LDV/SOF EBR/RZIR
naives
Gen la
Experimentados a IFN
naives
Gen 1b
en experimentados a IFN
naives
Gen 2
&n Experimentados a IFN
naives
Gen 3 Experimentadas a IFN
naives
Gen 4
en Experimentados a IFN
Gens i naives
Experimentadaos a IFN
Gen6 i naives
Experimentadas a IFN
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Caracterizacién viroldgica de los pacientes tratados frente al virus de la hepatitis C con antivirales
de accion directa libres de interferon que no consiguen respuesta viral sostenida

En el caso de pacientes que han fallado a tratamiento previamente, propone
las siguientes recomendaciones:

- Conocer el perfil de resistencias del paciente individual antes del retratamiento
es util, pero no imprescindible para realizarlo (BI)

- La combinacién sofosbuvir/velpatasvir/voxilaprevir durante 12 semanas estd
recomendada como terapia de rescate en todos los pacientes sin cirrosis o con
cirrosis compensada gue han fracasade a un tratamiento previo, con
independencia del tipo de tratamiento o del genotipo (Al).

En pacientes con cirrosis descompensada se puede utilizar la combinacion
Sosfosbuvir/velpatasvir con Ribavirina durante 24 semanas(BIl)

- La combinacidn sofosbuvir/glecaprevir/pibrentasvir debe ser reservada para
casos excepcionales, como podria ser el rescate de pacientes que fallan a la
combinacian sofosbuvir/velpatasvir/voxilaprevir (i) o a

glecaprevir/pibrentasvir(BIl)

» Recomendaciones de tratamiento de la Sociedad Europea para el Estudio
de Enferemedades del Higado (EASL). Actualizacion del afio 2018%

Combinaciones de AADs aceptadas/recomendadas segun genotipo;

figura 9.
Pangenotypic regimens Ganotype-specific regimens
S0OF! ) ) OBM/
Genotype ol eEeme wvew S0P GIRU ey
WiOX k47
Genotypa 1a Yes eg® Yag® -

Genotypa 1b Yes Yes
Genotypa 2 Yes
Genotypa 3 ‘Yas®
Genotype 4 Yes
Genotypa 5 Yes
Genotypa 6 Yes

FEFEgEd

Figura 9: Combinaciones segun genotipo

A continuacion, se muestran unas tablas resumen de los tratamientos
recomendados en funcién de genotipo y de la presencia o no de cirrosis.

Figuras 10y 11.
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Caracterizacion viroldgica de los pacientes tratados frente al virus de la hepatitis C con antivirales
de accion directa libres de interfer6n que no consiguen respuesta viral sostenida

Patients Prior treatment experience SOFAEL GLE/FIB SOFNVELNVOX SOFILDV GZREBR DSV i+
o T Ty |
Ge 1a 12 wh (HCV RNA
oo [ I S5
8 wh (FO-F2) 8 wh (FO-F2)
Treatment-nalve 12 wh 8wk
— = ey e
Treatment-experienced 12 wk & wh N 12 wi 12 wh
Genotvpg g TEStmEnt-naiue 12wk 8wk [Ne T Ne [ Ne T Ne
PP2  Treatment experienced 12 wh 8wk MNe | Mo Mo | No
Ge 5 Treatment-nalve 12 wh 8wk
v Treatment-experenced 12 wh 12 wik
Treatment-nalve 12 wh 8wk
Genotype 4
Treatment-experenced 12 wh Bwk
Ge 5 Treatment-naive 12 wk 8wk
v Treatment-experenced 12 wh Bwk
Ge & Treatment-nalve 12 wh 8wk
¥ Treatment-experienced 12 wh 8wk

DAA, direct-acting antiviral; D5V, dasabuvir; EBR, elbasvir; GLE, glecaprevir; GZR, grazoprevir, HCW, hepatitis C virus; HIV, human immunodeficiency vires; LDV, ledipasvir;
DBV, ombitasvir; FE, pibrentasvir; PTV, pantaprevir; r, ritonavir; S0F, sofoshuvir; VEL wvelpataswir; WOX: voodlaprevir.

Figura 10: Recomendaciones en pacientes sin cirrosis

Patiants. Prior treatment experiance SOFNVEL GLEFIB SOFNVELAVOX SOFLDV GZR/EBR
_ 12wk (HCV RNA
o , Treatment-naive 12 wik 12wk 12 wik <B00,000 1Lml)
notype 1a
Treatment-axperienced 12 wk 12 wk e
G ih Treatment-naive 12 wik 12wk
o Tr enced 12 wk 12wk
e 3 Treatment-naive 12wk 12wk
il Treatment-expenenced 12 wk 12 wh
Treatment-naive PR 12wk
Genotype 3 N
Treatment-expanenced _ 16wk
e 4 Treatment-naive 12w 12wk
Treatment-expanenced 12 wk 12wk
Treatment-naive 12wk 12wk
Genatype 5 3
Treatment-expenanced 12wk 12wk
Ce & Treatment-naive 12 wik 12wk
v Treatment-expanienced 12 wk 12wk

DAA, direct-acting

antiviral; DSV, dasabuvir; EBR, elbasvir; GLE, glecaprevir; GZR, grazoprevir; HCV, hepatitis € virus; HIV, human immunodeficiency virus; LDV, ledipasvir;

OBV, ombitasvir; FIB, pibrentasvir; PTV, paritaprevir; r, ritonavir; SOF, sofoshuvir; VEL, velpataswir: VO): voxilaprevir.

Figura 11: Recomendaciones en pacientes cirroticos

Guia de diagnéstico, manejo y tratamiento de los pacientes con hepatitis C

de la Asociacion Americana para el Estudio de Enfermedades del Higado -

AASLD*
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Caracterizacion viroldgica de los pacientes tratados frente al virus de la hepatitis C con antivirales
de accion directa libres de interfer6n que no consiguen respuesta viral sostenida

Las recomendaciones de la sociedad americana son equivalentes a las
gue se refieren en la EASL y en las guias de sociedades espafiolas.

» Guia de manejo de la Organizacién Mundial de la Salud

Segun la OMS, en su guia del manejo y tratamiento de los pacientes con
VHC, se recomiendan las siguientes directrices para iniciar tratamiento, tanto

en adulto como en adolescentes®, figura 12.

=
a
L
=
=
Ll
o
==

MONITORING

Figura 12: Recomendaciones generales de tratamiento y monitorizaciéon de
los pacientes infectados por VHC.

*Pacientes con genotipo 3 que han estado expuesto a INF y/o RBV, deben seguir
tratamiento durante 16 semanas.
**Pauta recomendada en paises donde el genotipo 3 no sea altamente prevalente
(<5%)
***E| tratamiento en adolescentes requiere de genotipado antes de iniciar la terapia
para que ésta sea la mas apropiada
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Caracterizacién viroldgica de los pacientes tratados frente al virus de la hepatitis C con antivirales
de accion directa libres de interferon que no consiguen respuesta viral sostenida

DOCUMENTO DE CONSENSO DEL GRUPO ESPANOL DE ESTUDIO DE
LAS HEPATITIS VIRICAS (GEHEP). Actualizacion 2018

El grupo espafiol de estudio de las hepatitis viricas (GEHEP) también ha
publicado un documento de consenso con unas recomendaciones de
tratamiento de los pacientes infectados por este virus. La Ultima actualizacion
de este documento se dio en 2018>*. Un resumen de estas recomendaciones
se muestran en las tablas 1 (para pacientes sin exposicion previa a AADs) y 2

(pacientes ya tratados anteriormente con AADS).

Genotipo Sin Cirrosis Cirrosis Compensada

EBR/GZR 125 (Al)* EBR/GZR 12 S (Al)*~

1a GLE/PIB 85 (Al) GLE/PIB 12 S (Al)®
SOF/VEL 125 (Al) SOF/VEL 12 S (Al)
LDV/SOF 85 (BI)
f;?ggﬁaﬁsf?;ﬁ” EBR/GZR 12 S [A;]E'

1b GLE/PIB 125 (Al)
SOF/VEL 12 (Al) SOF/VEL 12 S (Al)
LDV/SOF 8 S (BI)

5 GLE/PIB 8 S (Al) GLE/PIB 12 S (Al)’
SOF/VEL 12 5 (Al) SOF/VEL 12 S (Al)

3 GLE/PIB 12 S (Al)* GLE/PIB 12 S (Al)>®
SOF/VEL 12 5 (Al) SOF/VEL 12 5 (Al)’
EBR/GZR 12 S (Al)* EBR/GZR 12 S (Al)°

4 GLE/PIB 12 S (Al) GLE/PIB 12 S (Al)®
SOF/VEL 12 5 (Al) SOF/VEL 12 S (Al)

5y6 GLE/PIB 85 (Al) GLE/PIB 8 5 (Al)°

SOF/VEL 12 S (Al) SOF/VEL 12 S (Al)

' Si menos de 800000 Ul/ml o en pacientes com >200.000 Ulfmil, si hay constancia de la no existencia de sustituciones asociadas
con resistencias a elbasvir

*En pacientes con FO-F2 y ausencia de RAS en N33 y N55A, la duracion podrd ser de 8 semanas

'Para ARN VHC <6.000.000 Ulfml. La pauta no seria recomendable en pacientes de etnia negra, ni con experiencia previa de
tratamiento. En pacdientes coinfectados por VIH/VHC no hay suficiente informacidn sobre la eficacia de esta duracion.

5 experiencia previa con PR se aconseja usar otra pauta de las recomendadas.

“Sala para pacientes en estadio Child-Pugh A

"5 experiencia previa con PR la duracidn sera de 16 semanas

"anadir RBV si hay resistencias em N55A o no se dispone de esta informacion

Tabla 1: Recomendaciones de GEHEP para pacientes no expuestos a AADs
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Caracterizacién viroldgica de los pacientes tratados frente al virus de la hepatitis C con antivirales
de accion directa libres de interferon que no consiguen respuesta viral sostenida

Genotipo Sin Cirrosis Cirrosis Compensada
SOF/VEL/VOX! 125 Al SOF/VEL/VOX-'* 125 Al
1 GLE/PIBZ12S BII

SOF/VEL? 125 BlI
SOF/VEL/VOX! 125 Al SOF/VEL/VOX* 125 Al

2 GLE/PIB 125 BII GLE/PIB212S BII
SOF/VEL*12S BII SOF/VEL? 125 BII

3 SOF/VEL/VOX 125 Al SOF/VEL/VOX* 125 Al

4,5y6 SOF/VEL/VOX 125 Al SOF/VEL/VOX* 125 Al

‘Pauta universal de eleccion independientemente del esquema de AAD previo, especialmente ante fallos a NSSA.
*Sola si fallo previo a PR + N53 o 50F +/- N53, tanto en GT 1a como 1b.

'Solo si fallo previo a PR + N53 (GT 1a y 1b) o SOF +/- N53 (solo GT1b).

*Sélo si fallo a un régimen que no incluia un inhibidor de NS5A

*Sélo para pacientes en estadio Child-Pugh A

Tabla 2: Recomendaciones de GEHEP para pacientes que se han tratado con

anterioridad con AADs

MEDIDAS PARA LA ERRADICACION DEL VHC

En nuestro pais, con la autorizacién de los nuevos AADs en pautas
libres de INF que consiguen altas tasas de RVS, se puso en marcha en 2015 el
Plan Estratégico para el Abordaje de la Hepatitis C (PEAHC) en el Sistema

Nacional de Salud®?.

El plan se elabora en 4 lineas estratégicas, estableciendo objetivos

especificos y acciones prioritarias a desarrollar, en principio, entre 2015y 2017.

Estos nuevos farmacos AADSs, en pautas libres de INF, han permitido la
simplificacion del tratamiento, reduccion de las visitas de seguimiento al
disminuir enormemente los efectos adversos con este tipo de terapias, ha
aumentado las tasas de curacion y, por tanto, permite retrasar la aparicion de

complicaciones tardias y severas de la enfermedad.
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Caracterizacién viroldgica de los pacientes tratados frente al virus de la hepatitis C con antivirales
de accion directa libres de interferon que no consiguen respuesta viral sostenida

El objetivo general es disminuir la morbimortalidad causada por el virus
de la hepatitis C en la poblacion espafiola, abordando eficientemente la

prevencion, el diagndéstico, el tratamiento y el seguimiento de los pacientes.

Se resumen a continuacion, las 4 lineas estratégicas:

- LINEA ESTRATEGICA 1: Cuantificar la magnitud del problema, describir
las caracteristicas epidemiolégicas de los pacientes con infeccion por
virus de la hepatitis C y establecer las medidas de prevencion.

- LINEA ESTRATEGICA 2: Definir los criterios cientifico-clinicos que
permitan establecer la adecuada estrategia terapéutica considerando el
uso de antivirales de accion directa para el tratamiento de la hepatitis C
en el ambito del Sistema Nacional de Salud. Un resumen cronolégico de
los tratamientos disponibles a los largo de estos afios se muestra en la

figura 13.

Ombitasvir

Paritap

R
VIEKIRAX ®

elpatas

Sofosbuwvir Sofosbuwir
Dasabur
EXVIERA ® EPCLUSA ® VOSEVI &

Daclatasvr
DAKLINIA ®
2012 2013 | 2014

| riboviina_|

" Sotosbuvir G vir Glecaprevir
HARVONI ® ZEPATIER ® MAVIRET &
S
ofosbuvir

. .z SOVALDI @
Mecanismos accion e ———

Bl Inhibidorproteasa
B Inhibidorpolimerasa NS5A
B Inhibidor polimerasa NS5B

Figura 13: Resumen cronoldgico de los tratamientos disponibles frente al VHC
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Caracterizacién viroldgica de los pacientes tratados frente al virus de la hepatitis C con antivirales
de accion directa libres de interferon que no consiguen respuesta viral sostenida

- LINEA ESTRATEGICA 3: Establecer los mecanismos de coordinacion
para la adecuada implementacion de la Estrategia para el abordaje de la
hepatitis C en el Sistema Nacional de Salud.

- LINEA ESTRATEGICA 4: Fomentar el avance en el conocimiento de la
prevencion, diagnostico y tratamiento de la hepatitis C en el Sistema
Nacional de Salud a través de actuaciones especificas en el area de la

[+D+i.

En la actualizacién de este plan en octubre de 2018, se obtienen datos
de pacientes tratados entre enero de 2015 y septiembre de 2018, que
ascienden a mas de 117.000 pacientes. En septiembre de 2018, hay un
registro de pacientes basales (sin tratar) declarados de casi 67.000 pacientes.
En cuanto al seguimiento de los enfermos, hay un registro de seguimiento
terapéutico en la semana 12 post-tratamiento de 29.151 personas, habiendo
conseguido RVS12 el 955% de ellas (tasa de fallos: 4,5%). Se pretende
extender este plan hasta el afio 2020.

A nivel internacional, también se estan tomando medidas para conseguir

el objetivo de erradicacién del VHC>**°.

TESIS DOCTORAL — Ana Belén Pérez Jiménez 47



Caracterizacién viroldgica de los pacientes tratados frente al virus de la hepatitis C con antivirales
de accion directa libres de interferon que no consiguen respuesta viral sostenida

TESIS DOCTORAL — Ana Belén Pérez Jiménez 48



Caracterizacién viroldgica de los pacientes tratados frente al virus de la hepatitis C con antivirales
de accion directa libres de interferon que no consiguen respuesta viral sostenida

OBJETIVOS

TESIS DOCTORAL — Ana Belén Pérez Jiménez 49



Caracterizacién viroldgica de los pacientes tratados frente al virus de la hepatitis C con antivirales
de accion directa libres de interferon que no consiguen respuesta viral sostenida

TESIS DOCTORAL — Ana Belén Pérez Jiménez 50



Caracterizacién viroldgica de los pacientes tratados frente al virus de la hepatitis C con antivirales
de accion directa libres de interferon que no consiguen respuesta viral sostenida

OBJETIVOS

General:

Caracterizar los fallos virologicos de los pacientes que no alcanzaron RVS

en la cohorte GEHEP-004 para conocer la dinamica de aparicion y

reversion de las variantes de resistencia en combinaciones libres de

interferdén.

Especificos:

a)

b)

f)

Proporcionar recomendaciones sobre la seleccion de un régimen de
retratamiento

Conocer la correcta asignacion del subtipo mediante métodos
comerciales de genotipado, en comparacion con la secuenciacion de
las regiones NS5B, fundamentalmente, y NS3 y NS5A

Estimar la introduccion de cepas con polimorfismos que se puedan
asociar a resistencia a los nuevos AADs en los Ultimos afios
Determinar el valor y el papel de la secuenciacion masiva (UDS) en
la deteccion de polimorfismos o mutaciones frente a los antivirales de
accion directa asi como en la deteccion de infecciones mixtas
Analizar la eficacia de una primera linea de AADs con la informacién
de las SARs basales detectadas

Valorar el empleo de los métodos filogenéticos para distinguir entre

recidivas y reinfecciones virales
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Caracterizacién viroldgica de los pacientes tratados frente al virus de la hepatitis C con antivirales
de accion directa libres de interferon que no consiguen respuesta viral sostenida

JUSTIFICACION
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Caracterizacién viroldgica de los pacientes tratados frente al virus de la hepatitis C con antivirales
de accion directa libres de interferon que no consiguen respuesta viral sostenida

Las tasas de curacion con las nuevas combinaciones de AADs son muy
elevadas, pero existe un pequefio porcentaje de pacientes que no consiguen
respuesta viral sostenida. Tanto los inhibidores de la proteasa como, en
especial, los inhibidores de NS5A, que constituyen uno de los ejes centrales de
los esquemas actuales del tratamiento, muestran una baja barrera genética a
la resistencia. Conocer la dinamica de seleccion de variantes de resistencia a
estas familias, y su persistencia en el tiempo, permitiria poder disefiar los
mejores esquemas de rescate en estos pacientes. La correcta caracterizacion
del geno/subtipo del VHC juega un papel cardinal en la seleccion del régimen
de tratamiento. Emplear métodos de genotipado que sean capaces de discernir
correctamente el genotipo que infecta al paciente, basados en la secuenciacién
de NS5B, puede ser de especial importancia para la eleccién del régimen de

tratamiento.

Hay que tener en cuenta que la secuenciacion utilizada en el estudio es
secuenciacion poblacional, capaz de detectar aquellas mutaciones que estan
presentes por encima del 20% con respecto a la poblacion viral global que
infecta al paciente. En determinados casos, no es posible discriminar si existe
una determinada mutacién en parte de esta poblaciéon; cuando ésta es
considerada de alto impacto como es el caso de la S282T en la regién NS5B,
debe recurrirse a la secuenciacibn masiva para descartarla, capaz de
detectarlas en proporciones, incluso inferiores a 1% de la poblacién viral. De la
misma manera, en casos puntuales, puede darse discrepancias entre el
genotipo detectado en distintas muestras de un mismo paciente o en distintas
regiones y, para confirmar este genotipo y descartar una infeccion mixta en

estos casos, se ha recurrido a esta tecnologia.

No existen muchos datos publicados acerca del impacto de las SARs

basales en la eficacia de tratamientos con AADs. Es por ello, que nos

TESIS DOCTORAL — Ana Belén Pérez Jiménez 55



Caracterizacién viroldgica de los pacientes tratados frente al virus de la hepatitis C con antivirales
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planteamos determinar la prevalencia de las mismas en este grupo de
pacientes y si detectabamos alguna con un impacto significativo o que se
repitiera entre la poblacion espafiola.

Por ultimo, nos planteamos estudiar en paralelo las muestras de
pacientes que han fallado a una primera linea de tratamiento con AADS y una
muestra basal (previa al tratamiento) que se tenga archivada, cuando ésta esta
disponible, con el fin de discriminar entre recidivas y reinfecciones virales. El
empleo de métodos filogenéticos puede resultar de gran ayuda para esta
discriminacion, especialmente en aquellos casos en los que, por secuenciacion,

se detecta el mismo geno/subtipo en ambas muestras.
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MATERIALY METODOS
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Caracterizacién viroldgica de los pacientes tratados frente al virus de la hepatitis C con antivirales
de accion directa libres de interferon que no consiguen respuesta viral sostenida

MATERIAL Y METODOS PARA LA DETECCION DE SARs

Estudio ambispectivo observacional, en el que se han estudiado
muestras de pacientes que cumplen los criterios de inclusion, mediante
secuenciacion de poblaciones (Sanger) y, en algunos casos, secuenciacion

masiva.

Criterios de inclusion generales:

- Mayores de 18 afios

- Infeccion crénica por cualquier genotipo del VHC, demostrada por la

presencia de ARN-VHC detectable en plasma durante mas de 6 meses.

= Especificos para el estudio de resistencias en pacientes tratados con

AADs (fallos):

- Haber iniciado un tratamiento que incluya una combinacién con AADs
libre de interferon y no haber alcanzado respuesta viral sostenida;
considerando siempre que RVS es alcanzada si se superan las 12

semanas post-tratamiento con carga viral indetectable

- Para los enfermos que inicialmente se incluyan con caracter
retrospectivo, serd necesario que se disponga de una muestra de

archivo del momento del fracaso
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=  Especifico para el estudio de resistencias basales:

- No tener antecedentes previos de tratamientos con regimenes libres de

interferén frente al VHC

Este estudio ha sido disefiado segun la Declaracion de Helsinki y
evaluado y aprobado por el Comité de Etica del Hospital Universitario San
Cecilio (anexo 1). Todos los pacientes han dado su consentimiento informado

escrito antes de ser incluidos en él (anexo ll).

Para el estudio de deteccion de resistencias se ha creado un volante de
peticion que se ha facilitado a todos los facultativos participantes en el estudio,
adjunto en el anexo lll. Es fundamental conocer el estado viroldgico actual del
paciente antes de iniciar el estudio, por lo que se solicita en dicho volante, la
carga viral detectada en la muestra para deteccion de resistencias o, en su
defecto, la ultima carga viral detectada sin haber habido tratamientos en ese
intérvalo y considerando que sea lo mas cercana posible a la fecha de
extraccion de la muestra a estudio. Se recomienda que esta carga viral sea =3
logio, para asegurar la amplificacién del virus. También se solicita informacion
del genotipado detectado en origen para evaluar las dianas a estudiar y la

concordancia con el mismo.

Ambito y periodo de estudio:

Este estudio es un estudio nacional, multicéntrico, formado por la
cohorte GEHEP-004, de pacientes que han fallado a una primera linea de
tratamiento con AADs libres de INF. En esta cohorte han participado 54 centros

hospilarios y 3 centros penitenciarios. La distribucion de los centros
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participantes a lo largo del territorio nacional se refleja en la figura 14. Todo el

estudio ha sido coordinado desde el Hospital Universitario San Cecilio, en

Granada.
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Figura 14: Localizacion geografica de los centros participantes

Como subestudio de la cohorte GEHEP-004, se ha invitado a los
participantes de los centros que la integran a realizar la caracterizaciéon
virolégica basal de pacientes que no han estado previamente expuestos a
AADs y que se plantean iniciar terapia. En este caso, han participado 22 de los
54 hospitales y uno de los centros penitenciarios. El genotipado inicial, previo a
comenzar la terapia, se realizdo en el centro de origen participante, con el
ensayo que utilizan habitualmente. La carga viral en plasma se evalué al inicio

del estudio y, al menos, en la semana 12 después del tratamiento.
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Para evaluar la eficacia de los tratamientos, se ha considerado
respuesta viral sostenida como la ausencia de ARN del VHC detectable en

plasma a las 12 semanas después de finalizar la terapia.

En este proyecto, se han analizado las muestras de pacientes desde
primeros de 2015 hasta octubre de 2017.

Variables consideradas:

Teniendo en cuenta los AADs comercializados en este periodo y, en
funcion del genotipo del virus al que nos enfrentemos segun la informacién
proporcionada por el centro de origen, se ha realizado la deteccion de SARs en

las regiones del genoma mostradas en la tabla 3:

GENOTIPO NS5B

(si tratado previamente o
genotipo en origen
desconocido)

1 (1A/1B)
2
3 (3A)
4
Tabla 3: Regiones estudiadas en funcion del genotipo del virus.

En el caso de estudios de muestras basales (sin tratamiento previo con
AADSs), sélo se realizé el estudio de NS5B en aquellas muestras en las que se
desconocia el genotipo en origen, se detectaba una discordancia con el
genotipo informado en origen, o bien, se nos informaba de sospecha de
reinfeccion y, en este caso, se estudiaba la muestra en paralela con la muestra
obtenida tras un fallo a tratamiento (basal retrospectiva), como veremos mas
adelante.
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Con el fin de alcanzar los objetivos del estudio, tanto para el estudio de
deteccion de SARs en pacientes que fallaron a tratamiento con AADs como en
aquellos que iban a iniciar una primera linea de tratamiento, se evaluaron
variables primarias como polimorfismos basales y el genotipo, como variables

de resistencia en las tres regiones asi como su dinamica de reversion.

Ademas de estas variables, se recogieron las siguientes variables

explicativas:

» Variables demogréficas
» Variables relacionadas con la infeccion por el VHC
» Variables relacionadas con el tratamiento frente al VHC

= Otras variables clinicas y analiticas

Manejo, revisiones programadas y seguimiento de los pacientes:

El manejo general de los pacientes tratados con AADs se ha realizado
de acuerdo con las recomendaciones de la AEMPS, las guias de practica
clinica y los paneles de expertos disponibles a lo largo de la ejecuciéon del

estudio.

Dentro del estudio, los pacientes han sido seguidos y evaluados hasta
junio de 2018, habiendo en muchos casos iniciado e, incluso acabado, una

segunda linea de tratamiento (rescate).

Una vez realizado el estudio de SARs de las diferentes regiones virales

en el laboratorio, se emite un informe al clinico solicitante con la presencia de
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las SARs detectadas y su interpretacion realizada segun el consenso de
Lontok®. Con el informe de SARs emitido y teniendo en cuenta la situacion
clinica del enfermo (comorbilidades, posibles interacciones con otros farmacos,
etc), el médico responsable del paciente decide si iniciar o no retratamiento,
con qué régimen y qué duracion, en base a las recomendaciones que en ese
momento dicte la AEMPS, el Plan Nacional de la hepatitis C y/o las

recomendaciones de sociedades cientificas.

Metodologia de laboratorio:

Todas las muestras han sido procesadas en el Servicio de Microbiologia
del Hospital Universitario San Cecilio-PTS de Granada. La metodologia

utilizada es una adaptacion de la publicada por Bartlett et al®’.

» Tipo de muestra utilizada:

Se ha utilizado plasma sanguineo para los estudios de deteccion de

SARs. El volumen minimo requerido/recomendado ha sido de 1 mililitro.

= Extraccion de acidos nucléicos:

El primer paso en el laboratorio para la caracterizacion del virus es la
extraccion del material genético (RNA) mediante equipos automatizados;

para ello, hemos utilizado MagNAPure (Roche®).

Este sistema es un equipo cerrado y automatizado con realizacion
de la extraccion y purificacion de los &cidos nucleicos a partir de particulas

magnéticas.
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= Retrotranscripcion:

Una vez tenemos el ARN del VHC, procedemos a la sintesis de ADN
mediante el sistema comercial (cDNA Sintesis ThermoScientific - Thermo
Fisher Scientific®). El proceso consiste inicialmente en mezclar el RNA
extraido con un oligo hexamérico aleatorio comercial en proporciéon (11:1),
total 12 pl/muestra. Esta mezcla se lleva al termociclador a 65°C durante 5

minutos manteniéndose a 4°C pasado este tiempo.
A continuacion, se realiza la retrotranscripcion en si; para ello se

prepara una master mix que contiene las siguientes proporciones mostradas

en la tabla 4:

Reactivo Volumen

Transcriptor transcriptasa reverse 0,5 ul
Tampon reaccion de transcriptor transcriptasa reverse 5X 4 ul
Inhibidor RNAasa 0,5 ul
Mix dNTPs 2 ul

Tabla 4- Master mix de la retrotranscripcion

Seguidamente, se mezcla los 12 pyl de ARN extraido + cebador
hexamérico con 7 pl de la master mix preparada y se lleva al

termociclador con el siguiente programa de termociclado (tabla 5):

Temperatura Tiempo

1°) 25°C 10 min
2°) 50°C 60 min
39) 85°C 5 min
4°) 4°C 0

Tabla 5- Secuencia de termociclado para la retrotranscripcion

Una vez finalizado este proceso ya tenemos el cDNA de cada

muestra.
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» PCR-amplificacion:

Realizamos la amplificacion de las distintas regiones del virus para
su posterior secuenciacién®’. Para cada region se utilizan oligonucleétidos
genoespecificos excepto para NS5B, donde se utilizan cebadores
pangenotipicos comerciales. Para el estudio de deteccion de SARs frente a
dasabuvir, los oligonucleétidos para NS5B utilizados fueron distintos; en
este caso, genoespecificos y que amplificaban una mayor region del gen
con el fin de cubrir todas las posiciones asociadas a resistencia para este
farmaco. Los cebadores utilizados para cada genotipo y regién se muestran

en la tabla 6:

Region-subtipo-F/R  Secuencia del cebador
Region NS3

NS3-1A-F GGAATGGTCTCCAAGGGGTGGA
NS3-1A-R CATGGGCCTTGGACATGTAAGC
NS3-1B-F ATGGARAYYAAGVTYATYACITGGG
NS3-1B-R CTYTTICCRCTICCIGTIGGIGCRTG
NS3-4A-F GCCAAATGGYCGTGCTTAAA
NS3-4A-R AGTGAACACTGGTGGTGAYCTCATRG
NS3-4D-F GGYyAGAGACACCAAYGAGAA
NS3-4D-R GTTTAGCACYAGCACTTTGTAG
Region NS5A

NS5A-1A-F TCCTGGYTRAGGGACATCT
NS5A-1A-R CCGTGGTGTAGGCRTTRAT
NS5A-1B-F GGGATGTTTGGGACTGGATATG
NS5A-1B-R GRTTGAGCCCGACCTGAAATG
NS5A-3A-F CyGCATTGCTGAGTTCTCTA
NS5A-3A-R GYAGTCTCACYCCATCCACTTC
NS5A-4-F CTCAGACGCCTCCACAAGTG
NS5A-4-R GTGWGATGGRTCTGTCARCATRGATG
Region NS5B

NS5B-Univ-F CNTAYGAYACCMGNTGYTTTGACTC
NS5B-Univ-R TTNGADGAGCADGATGTWATBAGCTC

Tabla 6: Cebadores utilizados en la amplificacion de dianas
[F: forward; R: reverse; Univ: universal]
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Para la amplificacion de la region NS5B del virus (la cual también

utilizamos para el regenotipado de las muestras) se utiliza la siguiente

master mix con las proporciones mostradas en la tabla 7, por muestra.

Reactivo Volumen

Agua ultrapura 12 pl
Tampodn 10X 2,5 ul
Cloruro magnésico 1,5ul
dNTPs 0,5 ul
Cebador NS5B-forward 1,5ul
Cebador NS5B-reverse 1,5 ul
DNA polimerasa 0,5 ul

Tabla 7- Méaster mix para la amplificacion de NS5B

Una vez tenemos la master mix preparada, mezclamos 20 pl de la
misma con 5 ul del cDNA de cada muestra y le aplicamos el siguiente
programa en los casos de fallos a pautas que no incluian dasabuvir para
llevar a cabo la amplificacién en si (tabla 8):

Temperatura  Tiempo Ciclos
1°) 95°C 2 min 1
2°) 94°C 20 seg
3°) 56°C 30 seg 45
4°) 72°C 1 min
59) 72°C 10 min 1
6°) 4°C 00

Tabla 8- Secuencia de termociclado para la amplificacién de NS5B en fallos
gue no incluian dasabuvir

En los casos de fallos a pautas que incluian dasabuvir, el protocolo

de amplificacion seria el mostrado en la tabla 9.
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Temperatura  Tiempo Ciclos
1°) 95°C 2 min 1
2°) 94°C 20 seg
3°) 58°C 30 seg 45
4°) 72°C 1 min
59) 72°C 10 min 1
6°) 4°C o0

Tabla 9- Secuencia de termociclado para la amplificacion de NS5B en fallos a
alguna combinacion con dasabuvir

Para la amplificacion de la regibn NS5A del virus se utiliza la

siguiente master mix que incluye los pertinentes oligonucleotidos
genoespecificos con voliumenes por muestra mostrados en la siguiente
tabla (tabla 10):

Agua ultrapura 12 ul
Tampon 10X 2,5 ul
Cloruro magnésico 1,5ul
dNTPs 0,5 ul
Cebador genoespecifico NS5A-forward 10uM 1,5ul
Cebador genoespecifico NS5A-reverse 10uM 1,5ul
DNA polimerasa 0,5 ul

Tabla 10- Master mix para la amplificacion de NS5A

Una vez tenemos la master mix preparada, mezclamos 20 pl de la
misma con 5 ul del cDNA de cada muestra y le aplicamos el siguiente

protocolo de amplificacion (tabla 11):
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Temperatura  Tiempo Ciclos
1°) 94°C 3 min 1
2°) 94°C 30 seg
3°) 60°C 30 seg 35
40) 72°C 45 seg
59) 72°C 5 min 1
6°) 4°C o0

Tabla 11- Secuencia de termociclado para la amplificacion de NS5A

Por dltimo, para la amplificacion de la region NS3 del virus se utiliza

la siguiente master mix que incluye los pertinentes oligonucleétidos

genoespecificos con volimenes por muestra mostrados en la tabla 12:

Agua ultrapura 12 ul
Tampon 10X 2,5 ul
Cloruro magneésico 1,5ul
dNTPs 0,5 ul
Cebador genoespecifico NS3-forward 10uM 1,5ul
Cebador genoespecifico NS3-reverse 10uM 1,5ul
DNA polimerasa 0,5 ul

Tabla 12- Master mix para la amplificacion de NS3

Una vez tenemos la master mix preparada, mezclamos 20 pl de la
misma con 5 ul del cDNA de cada muestra y, segun el genotipo, le
aplicamos un protocolo de amplificacion distinto. Para muestras con
genotipo 1a, 4a 6 4d, se aplica el protocolo mostrado en la tabla 13 y para
muestras con genotipo 1b, se aplica el mostrado en la tabla 14.
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Temperatura  Tiempo Ciclos
1°) 94°C 3 min 1
2°) 94°C 1 min
3°) 58°C 1 min 43
40) 72°C 70 seg
59) 72°C 5 min 1
6°) 4°C o0

Tabla 13- Secuencia de termociclado para la amplificacion de NS3 genotipos

la, 4a 6 4d
Temperatura  Tiempo Ciclos

1°) 94°C 3 min 1
2°) 94°C 30 seg
3°) 60°C 30 seg 35
4°) 72°C 45 seg
59) 72°C 5 min 1
6°) 4°C o0

Tabla 14- Secuencia de termociclado para la amplificacion de NS3 genotipo 1b

Para comprobar la amplificacion de las muestras se realiza una

electroforesis en gel de agarosa al 2%.

» Purificacion del producto de PCR:

Una vez tenemos las 3 regiones amplificadas, se procede a la
purificacion de los productos de amplificacion antes de realizar la
secuenciacion Sanger. Esta purificacibn la hacemos de manera
enzimatica mediante un kit comercial llamado lllustra ExoStar®,
consistente en una exonucleasa. Para ello, mezclamos 5 pl del producto
de PCR con 2 pul de exonucleasa y lo pasamos al termociclador con el

siguiente protocolo (tabla 15):
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Temperatura Tiempo |
1°) 37°C 2 min
20) 37°C 15 min
3°) 80°C 15 min
40) 40C =

Tabla 15- Protocolo de purificacion del producto de amplificaciéon

Los productos de amplificacion purificados se cuantifican mediante el

equipo NanoDrop® segin indicaciones del fabricante.

= Secuenciacion poblacional:

La secuenciacion de las regiones del virus la hemos realizado
mediante el analizador ABI Prism 3500 (Applied BioSystems -
TermoFisher Scientific®) — figura 15. Para llevar a cabo este proceso, se
ha realizado una PCR de secuenciacién ajustando la cantidad de producto
purificado de amplificacion con la que trabajamos; para estas muestras,
realizamos diluciones de estos productos hasta 12-16ug de cDNA/pocillo

a partir de los valores obtenidos por NanoDrop®.

Figura 15: Secuenciador poblacional ABI-3500
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La master mix para la PCR de secuenciacion se muestra en la tabla

16:
Reactivo Volumen
Agua ultrapura 2,5 ul
Tampon de secuenciacion 1,0 ul
Reactivo BigDye 3.1 2,0 ul
Cebador forward/reverse 0,5 ul

Tabla 16- Master mix para la PCR de secuenciacion

Para cada muestra, mezclamos los 6 pl de la méaster mix con 4 pl del
producto diluido y purificado de amplificacion y lo llevamos al

termociclador con el protocolo mostrado en la tabla 17.

Temperatura  Tiempo Ciclos
1°) 96°C 1 min 1
2°) 96°C 10 seg
3°) 50°C 5 seg 25
4°) 60°C 2 min
59) 4°C 7 min 1
6°) 4°C o0 1

Tabla 17- Protocolo de la reaccidon de secuenciacion

El producto de la reaccion de secuenciacion se debe purificar antes
de realizar la secuenciacion en si en el equipo. Esta purificacion se realiza
a partir de un kit comercial llamado X-Terminator (TermoFisher
Scientific®). La secuenciacién capilar en el equipo se realiza segun
protocolo. En la figura 16 se muestra el interior del equipo de

secuenciacion.
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Figura 16: Interior del equipo secuenciador utilizado

» L ectura de secuencias e interpretacion de las mutaciones

Una vez secuenciadas las regiones, se analizaron y evaluaron los
cambios producidos en las posiciones asociadas a resistencia para cada

farmaco.

La amplitud de las regiones secuenciadas ha sido la siguiente:

o El fragmento de gen NS5B secuenciado ha abarcado un fragmento de
388 pb para aquellos pacientes tratados con sofosbuvir, considerando
cambios en posiciones de la 220 a la 360. Ha sido de especial
relevancia la deteccion de cambios en la posicion 282, sobretodo S282T.
En aquellos pacientes tratados con dasabuvir, para poder evaluar todas
las posiciones de interés, se han requerido otros cebadores
genoespecificos (pacientes infectados con GT-1A o GT-1B), permitiendo

el estudio de cambios en posiciones desde la 220 a la 570.

TESIS DOCTORAL — Ana Belén Pérez Jiménez 73



Caracterizacién viroldgica de los pacientes tratados frente al virus de la hepatitis C con antivirales
de accion directa libres de interferon que no consiguen respuesta viral sostenida

o En el fragmento de gen de NS5A se secuenciaron amplicones
incluyendo posiciones de la 17 a la 95, entre las que se encuentran las
descritas como SARs.

o Por otro lado, en el gen de la proteasa NS3, se evaluaron todos los

cambios abarcados entre las posiciones 10 a la 181.

El analisis de las secuencias se llevo a cabo a través del
programa Chromas v.2.4.4. Un ejemplo de SARs detectada en NS5A se

muestra en la figura 17.

18-NS54-1B-R2
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Figura 17: Ejemplo de SAR detectada en NS5A

Tanto para el alineamiento de las secuencias como para la
identificacion de cambios se ha utilizado la herramienta bioinformatica

geno2pheno v.0.92%%°°,

Una vez realizado el estudio de SARs de las diferentes regiones
virales segun el consenso de Lontok>®, se emite el informe al clinico con la
informacion del impacto de las mismas sobre la actividad de los farmacos
aprobados en ese momento. Un resumen de las mutaciones descritas en

el consenso de Lontok®® se refleja en la figura 18.
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Figura 18- Algoritmo de interpretacién segun farmaco (Consenso de Lontok)

En el caso del estudio de resistencias basales; en NS5A, cuando
éstas estaban presentes, aparte de informarse las SARs consideradas en
el consenso de Lontok®®, se analizaron también cambios especificos para
elbasvir descritos®, como 28A/G/T, 30D/E/MI/G/K/ILIR, 31FIMIV 'y
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93C/H/N/S. También se analizaron las SARs especificas en NS5A para
velpatasvir, como 30K, 31M/P/V, 92K y 93H/N/R.

La determinacion del genotipo a partir de la region NS5B, también
se obtiene mediante la herramienta geno2pheno™. Para la confirmacion
del genotipo, hemos utilizado otras plataformas como ‘Oxford HCV-

160

Subtyping Tool®® 6 Comet®.

= Secuenciacion masiva de NS3/4A, NS5A y NS5B:

Se realiza la extraccion de ARN a partir de 1 ml de plasma previamente
concentrado en sistemas automatizados o kits comerciales basados en
columnas para las muestras con cargas virales menores de 5000 copias/ml.
Posteriormente se realiza una RT-PCR especifica empleando un cebador
de fusibn con adaptadores para librerias A. Tras la cuantificacion
(picogreen/nanodrop) y purificacion (Ampure) se prepararan librerias de
10e® moléculas de amplicones. Estas moléculas se amplifican mediante
emPCR y se secuencian mediante pirosecuenciacion con la tecnologia GS
Junior+ (Roche), segun protocolo. Las secuencias obtenidas se analizan
con el software AVA (Roche) y también mediante algoritmos alternativos,
basados en filtrados de calidad de los archivos de imagen tras la
pirosecuenciacion y posterior filtrado genético de los archivos de salida
fastq (GS Mapper). Las secuencias fasta son cargadas en el servidor
DeepChek para analizar las variantes minoritarias segun el limite de
deteccion elegido. Se establece el 1% como limite de sensibilidad para
variantes minoritarias de secuenciacion masiva, por lo que todas las
secuencias que representen menos del 1% no se consideraran en primera
instancia para los andlisis. La reproducibilidad de la secuenciacion masiva

se realiza utilizando controles de clones moleculares para cada una de las
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regiones del VHC a estudiar. Esta tecnologia (GS Junior+) se ha utilizado
hasta finales de 2016; posteriormente, hubo un cambio de plataforma a
lllumina MiSeq® (Thermofisher), utilizando una adaptacién del protocolo
descrito por Quer et al®?,

Analisis de datos:

Para el registro y posterior andlisis de los datos se ha utilizado el
programa estadistico IBM-SPSS v.22.

La estadistica descriptiva ha sido utilizada para todas las variables del
estudio. Las variables categoricas se resumen mediante distribucion de
frecuencias absolutas y relativas. Cuando ha sido apropiado se han resumido
las medidas de asociacion mediante riesgos relativos, odds ratios y sus
intervalos de confianza. Para las variables continuas se presentara el nimero
de observaciones validas asi como estadisticos que describan el promedio y la
distribucién de la distribucion (media + desviacién estandar). Para el analisis
estadistico que compara y relaciona las variables principales y secundarias ha
hecho falta una amplia variedad de técnicas estadisticas, elegidas en funcién

del nimero y naturaleza de las variables a relacionar.

El objetivo de tamafio muestral minimo calculado para conseguir datos
robustos con una potencia del 80% y un nivel de significacion del 5%, se
consideré que serian, antes de iniciar el estudio, de 150 muestras (fallos a

tratamiento).
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MATERIAL Y METODOS DEL ESTUDIO DE REINFECCIONES vs
RECIDIVAS

Ambito y pacientes incluidos:

A partir de los pacientes pertenecientes a la cohorte multicéntrica GEHEP-
004, para el estudio de diferenciacion entre reinfecciones y recidivas, se hizo
un corte con 53 pacientes de los cuales disponiamos de muestra basal (previa
al tratamiento con AADs) y muestra del momento del fallo. Lo que hicimos en
estos casos, fue un estudio en paralelo de las muestras de estos pacientes,
que fueron tratados entre los afios 2014 y 2016 con regimenes estandar de
AADs disponibles en ese momento en nuestro pais. En concreto, los
regimenes de AADs a los que fallaron los pacientes incluidos en este estudio

se muestran en la tabla 18.

Sofosbuvir/ledipasvirtRBV 20 37,7%
Paritaprevir gitonavin/ombitasvir/dasabuvir+tRBV 11 20,8%
Sofosbuvir/daclatasvirtRBV 8 15,1%
Sofosbuvir/simeprevirtRBV 5 9,4%
Paritaprevir giwonavin/ombitasvirtRBV 2 3,8%
Otras combinaciones 7 13,2%

Tabla 18: Distribucion de regimenes fallados

Respecto al genotipo, no hubieron discriminaciones al considerar a los
pacientes para este estudio. Todos ellos, tenian carga viral indetectable en el
momento final del tratamiento pero se detectd en la revisién de las 12 semanas

post-tratamiento (momento de valoracion de eficacia de tratamiento: RVS).
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Amplificacién y secuenciacion genética:

La amplificacién y secuenciacion de las regiones NS3, NS5A y NS5B,
segun el caso, se llevo a cabo exactamente igual que en el resto de pacientes
de la cohorte; descrito anteriormente. Como minimo, fueron secuenciadas dos

regiones en practicamente todos los casos.

Para aquellos casos que resultaron reinfecciones, se llevd a cabo
secuenciacion masiva (NGS), empezando por la muestra basal y viendo la
evolucion viroldgica del paciente hasta el momento del fallo para descartar

tuviéramos casos de infeccion mixta.

Hasta finales de 2016, se utilizé la plataforma de pirosecuenciaciéon GS-
454 Junior® (Roche) segun protocolo. Posteriormente, hubo un cambio de
plataforma a lllumina MiSeq® (Thermofisher), utilizando una adaptacién del

protocolo descrito por Quer et al®.

Toda la metodologia experimental de amplificacién y secuenciacion
(tanto poblacional como masiva) se llevd a cabo en el laboratorio de

Microbiologia del Hospital Universitario San Cecilio.

Todas las secuencias generadas en este estudio han sido enviadas a
Genbank (nimeros de acceso MG983221-MG983474).
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Determinacion del genotipo/subtipo del VHC y/o recombinacion genotipica:

En los centros de origen de los pacientes, la determinacion del genotipo
ha sido realizada mayoritariamente con el ensayo comercial Versant HCV
Genotype v.2.0 (LiPA) -86,8% de los pacientes-, seguido del ensayo Abbott
Real Time HCV Genotype 1l (9,4%) y del Trugene HCV Genotyping Kit (3,8%),

respectivamente.

Tanto el genotipo como el subtipo de las muestras ha sido comprobada
por andlisis filogenético manual y el uso de herramientas de determinacion de

genotipo como las descritas anteriormente para el resto de muestras®°.

En aquellos casos en los que hubo discordancias entre las diferentes
herramientas, se utilizo6 la herramienta Simplot para discriminar

recombinaciones genotipicas®®,

Manejo de datos y valoracion de recombinacién intrasubtipo:

T6566 se obtuvieron las

A partir de la herramienta bioinformatica BLAS
diez secuencias mas similares a cada una de las de los 53 pacientes

estudiados.

Las secuencias analizadas fueron las resultantes del concatenado de las
secuencias obtenidas de cada region. La finalidad del concatenado y, por lo

tanto, aumento de la longitud de fragmento genémica no era otro que aumentar
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la sefal filogenética. Estas secuencias fueron alineadas y editadas
manualmente para asegurar una alta calidad, utilizando las herramientas
Seaview® y MEGA v.7.0%°"8, Un anélisis mas extenso de recombinacién se
realiz6 usando RDP4 y TreePuzzle®® . El andlisis de mapeo-similitud con
TreePuzzle fue utilizado para evaluar el porcentaje de conflicto respecto a la
sefal filogenética. En cuanto a la posibilidad de recombinacion potencial
indicada por RDP4, ésta se confirmaba Unicamente si 2 secuencias parentales
eran identificadas y los puntos de corte eran significativos. Debido a esto vy,
dependiendo de las cepas (secuencias) incluidas en el andlisis, debemos tener
en cuenta que una ausencia de evidencia de recombinacién intrasubtipo no

tiene porgue ser igual a evidencia de ausencia de recombinacion intrasubtipo.

Metodologia del analisis filogenético:

El correcto alineamiento de codones fueron llevados a cabo mediante
aproximaciones a partir del método de neighbour-joining (NJ) y de méxima
verosimilitud (ML), aplicando el modelo GTR-gamma. La evaluacion de
robustez del arbol generado se evalu6 con 1000 réplicas de bootstrap.

A partir de la aproximacion con NJ, los arboles resultantes fueron
inferidos en MEGA v.7.0, mientras para la de ML, los arboles se construyeron
utilizando FastTree y RAXML’’. Ademas, tiene en cuenta las posiciones de
RASs para que no interfieran en la inferencia de la topologia de los arboles

resultantes.

Cuando se hace el comparativo entre las muestras basales y tras el fallo

en el mismo paciente, se consider0 como evidencia de reinfeccion cuando
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hubo una diferencia entre el genotipo o subtipo detectado en ambas muestras,
o bien, cuando se detectaron en distintos clados dentro del &rbol filogenético.
Por otro lado, una evidencia de recidiva viral se defini6 cuando ambas
muestras pareadas del mismo paciente resultaron dentro del mismo clado en el
arbol filogenético. En estos pacientes, el valor de bootstrap mas bajo resultante
fue del 83%. Por ultimo, se consideraron casos en los que filogenéticamente no
se pudo establecer evidencia de la situacion, aquellos en los que el valor

bootstrap era <70%, teniendo distancias filogenéticas mayores.
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RESULTADOS
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RESULTADOS DE LA CARACTERIZACION VIROLOGICA DE LOS
PACIENTES QUE HAN FALLADO A REGIMENES CON ALGUN
INHIBIDOR DE NS5A

Caracteristicas clinico-epidemiol6gicas de los pacientes:

Los pacientes que fallaron un inhibidor de NS5A en la cohorte GEHEP-
004 fueron principalmente hombres (85,7%). La edad media de estos pacientes
fue de 53 afios (rango intercuartilico [RIC]: 48-58). La carga viral media en el
momento del fallo fue de 5,82 log;o copias de ARN del VHC por mililitro (RIC:
5,34-6,42). Un total de 137 pacientes de un total de 281 (48,8%) eran cirrGticos
(habiéndose considerado como cirrticos aquellos con un grado de fibrosis
>12,5 kPa). Ciento venticinco pacientes de 261 (47,9%) habian estado
expuestos previamente a regimenes que contenian IFN y un total de 119
pacientes de 287 (41,5) estaban coinfectados por el VIH.

El genotipado de las muestras secuenciadas se realizdé a partir de la
secuenciacion de NS5B de los 342 pacientes. En la distribucion de los
genotipos en esta cohorte de fallos a tratamiento, resulté predominante el
genotipo 1 (tanto 1a como 1b), seguido del genotipo 3. no resultd muy dispar
respecto a la prevalencia por genotipos descrita en nuestro pais en la poblacion

I'®, ni en la descrita en otros paises’?, siendo el genotipo 1 el

en genera
predominante. En la siguiente tabla (tabla 19) se muestran las caracteristicas
demograficas, clinicas y virologicas de la poblacion que hemos estudiado. En
dicha tabla, quedan reflejados los diferentes regimenes de primera linea a los
que han fallado los pacientes. En esta distribucion de regimenes y en el
analisis que puede verse a continuacion para cada pauta, se han excluido 20
casos debido a haberse detectado un cambio a nivel de genotipo desde el

genotipo basal informado en origen y el genotipo obtenido por la secuenciacion
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de NS5B en el momento del fallo. En 5 de estos 20 casos, se realizé un estudio
de muestras pareadas ‘basal-fallo’, confirmandose la reinfeccion, aunque no se
dispuso de muestras basales para los otros 15 casos con el fin de descartar un
error de genotipado basal frente a una posible reinfeccién; es por ello, que el

analisis se ha realizado sobre un total de 322 pacientes.

Caracteristicas epidemiolégicas
Poblacién a estudio (n) 342
Sexo (varones) 85,7%
Edad (afios): n; (RIC) 53; (48-58)
Carga viral (logig): media; (RIC) 5,82; (5,34-6,42)
Genotipo: n; %
Genotipo la 126; 36,8%
Genotipo 1b 78; 22,8%
Genotipo 3a 83; 24,3%
Genotipo 4a 10; 2,9%
Genotipo 4d 44; 12,9%
Genotipo 4t 1; 0,3%
Expuestos previamente a IFN 125/261 (47,9%)
Cirrosis (>12,5 Kpa) 137/281 (48,8%)
Coinfectado con VIH 119/287 (41,5%)
Régimen fallado*
SOF-LDV 118; (36,7%)
SOF-LDV+RBV 56; (17,4%)
SOF-DCV 52; (16,1%)
SOF-DCV+RBV 25; (7,8%)
Pro/ProbD 33; (10,2%)
PrO/PrOD+zRBV 29; (9,0%)
Otros regimenes 9; (2,8%)

* Veinte casos se han excluido debido a un cambio en el genotipo reportado desde el
inicio hasta el genotipo NS5B en el momento del fallo. El estudio de muestras
pareadas con muestra basal y del fallo confirmé la reinfeccién en 5 de estos 20 casos.
No hubo muestras basales disponibles para los otros 15 casos para descartar un error
de genotipado basal o una reinfeccion.

RIC: Rango intercuartilico; IFN: interferon; SOF: sofosbuvir; LDV: ledipasvir; RBV:
ribavirina; DCV: daclatasvir; Pr: paritaprevir gonair; O: ombitasvir; D: dasabuvir.

Tabla 19: Caracteristicas epidemioldgicas y clinicas de los pacientes
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En la tabla siguiente, vemos el total de discrepancias que detectamos en
cuanto a geno/subtipo entre el informado en el centro de origen y el obtenido
por secuenciacion (tabla 20). Como se ha mencionado anteriormente,
Gnicamente se han excluido del andlisis de SARs, 20 casos en los que se
detecta un cambio a nivel de genotipo, al considerarse éste una probable
reinfeccidon. En el resto de casos, cambios a nivel de subtipo, hemos decidido
no eliminarlos del andlisis, pues no podemos asegurar que se traten de errores

de genotipado.

3 1b 3a
1 1b 4a
1 1b 4ad
1 3a la
1 3a 43
6 4 1la
1 4 3a
1 4b 4a
1 4c 4ad
1 5 la

Tabla 20: Total de discrepancias detectadas en el geno/subtipo

Fallos a regimenes basados en sofosbuvir-ledipasvir

La mayoria de los pacientes (n = 174; 54,0%) en la cohorte habian
fallado sofosbuvir/ledipasvir con o sin ribavirina. Mas de la mitad de estos
pacientes fueron infectados con el genotipo 1 (34,5% GT1la; 29,3% GT1b),
mientras que solo el 13,2% de ellos estaban infectados con el genotipo 3.
Justamente resultd el genotipo 3 el menos propenso a desarrollar SARs en
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NS5A (solo el 17,4% de estos enfermos). Cabe destacar que casi todos los
pacientes infectados con el genotipo 1b que fracasaron a sofosbuvir/ledipasvir
desarrollaron SARs (94,1%). Los genotipos l1a y 1b albergaban SARs en NS3
en el momento del fallo en el 6,3% de los pacientes. Curiosamente, la SAR
S282T en NS5B, soOlo se seleccion6 en tres pacientes (1,7%); todos ellos

infectados por GT-4. Estos hallazgos se resumen en la tabla 21.

Genotipo (%) % SARs (totales)
1a (34,5%) 73,3% 5,0% NS3
56,7% NS5A
11,6% NS5A+NS3

1b (29,3%) 94,1% 94,1% NS5A
3a (13,2%) 17,4% 17,4% NS5A (Y93H)
4 (23,0%) 32,5% 25,0% NS5A

7,5% NS5B(S282T)+NS5A

Tabla 21: Prevalencia de SARs detectadas por region en los pacientes que han
fallado a un régimen basado en sofosbuvir/ledispasvir

Al margen del estudio de SARs realizado sobre los pacientes que han
fallado a una primera linea de tratamiento, como se ha descrito en la
metodologia, se ha realizado un seguimiento de los pacientes hasta el primer
semestre de 2018. Teniendo en cuenta que Vosevi®
(sofosbuvir/velpatasvir/voxilaprevir) no fue aprobado en Espafia hasta
diciembre de 2017, cuando ha tenido lugar el retratamiento de los pacientes
estudiados con una segunda linea, ha sido nuevamente con regimenes

convencionales.

De los 174 fallos registrados a una primera linea con un régimen basado
en sofosbuvir/ledipasvir, 107 pacientes (61,5%) fueron retratados con

regimenes convencionales. De estos 107 enfermos que inician un retratamiento
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(22 linea), el 52,2% eran cirroéticos, por lo que prevalecia el inicio de una nueva

pauta de rescate sobre la espera de nuevas combinaciones terapéuticas.

Del total de pacientes que inician terapia de rescate, cuatro enfermos
fueron considerados pérdida de seguimiento y, hasta el momento del analisis
de los datos y fin de seguimiento, 101 fueron evaluados para RVS a las 12
semanas después de finalizar la terapia (RVS12). De estos 101, 89 pacientes
habian conseguido la eliminacion de la infeccién por VHC. En  un enfoque
modificado de intencion de tratar, que excluye a todos los pacientes que no
fueron evaluables en la RVS12 debido a diversas razones, la eficacia del
tratamiento de rescate con regimenes convencionales, guiado por resistencias,
para los pacientes que fallaron a una primera linea de
sofosbuvir/ledipasvirtribavirina fue del 88,1%. ElI seguimiento de estos
pacientes se muestra graficamente en la figura 19.

4 Pérdidas de seguimiento

Evaluados Alcanzan
paraRVS12 RVS12

Fallos
evaluados
(n=174)

Retratados

(=) (n=101) (n=89)

N BN A\

61.5% 94.4% 88.1%

Figura 19: Seguimiento virolégico de los pacientes que fallan a SOF/LDV+RBV
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En total, doce pacientes no consiguen de nuevo RVS12 tras el
retratamiento con la informacion de las SARs. De estos doce enfermos, la
mitad estaban infectados con el genotipo 1a del VHC, teniendo todos ellos uno
0 mas factores prondsticos para una menor respuesta a los regimenes de
AADs convencionales como es, por ejemplo, la coinfeccion con VIH. Dos
pacientes no tuvieron mutaciones en NS5A, NS3 o NS5B en el fallo, siendo
ambos coinfectados con VIH; uno de ellos falld6 un régimen de
sofosbuvir/simeprevir/ribavirina con una duracion suboptima de 12 semanas,
mientras que el otro no logrod alcanzar la RVS12 en un régimen de 24 semanas
de sofosbuvir/ledipasvir sin ribavirina. Los otros cuatro pacientes eran
cirréticos, tenian SARs en NS5A y se les volvié a tratar con regimenes
inadecuados ya fueren, basados en ledipasvir (estaban infectados por virus con
la mutacion Q30R 06 L31F, respectivamente, en NS5A), en grazoprevir/ elbasvir
también con resistencia inadecuada (M28T+Q30R), 6 con un régimen
subdptimo basado en simeprevir. Cabe destacar que para el paciente con la
RAS L31F, ledipasvir se informé como susceptible en nuestro informe inicial,
segun la informacién disponible en ese momento en el consenso de Lontok®®.
L31F fue sefialado por Sorbo et al. en la actualizacion del 2018 como SARs a
ledipasvir, con un impacto incierto en la actividad de este farmaco’®. En la
siguiente tabla mostrada en la siguiente pagina, se detallan las caracteristicas
de los pacientes infectados por genotipo 1a, que fallaron a una primera linea

con sofosbuvir/ledipasvir (tabla 22).
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Genotipo 1a (n=38):

SARs NS5A (n)

SARs NS3 (n)

SARs NS5B (n)

Régimen de retratamiento (n)

Adecuado a

RVS12

[datos in vitro]

[datos in vitro]

[datos in vitro]

resistencias

Wt (13) Wt (11) Wt (13) SOF/SMV 12s (1) Si Si
SOF/SMV/RBV 12s (1) Si No'
SOF/SMV/RBV 24s (2) Si Si
SOF/LDV/RBV 12s (1) Si Si
SOF/LDV 24s (1) Si No?
SOF/LDV/RBV 24s (3) Si Si
SOF/GRZ/EBV/RBV 12s (1) Si Si
MK3682/RBV 24s (1) Si Si
S122G (1) PrOD/RBV 12s (1) Si Si
D168A (1) PrOD/RBV 24s (1) No Si
[HLRa PTV,
GRZ
ILR a SMV]
M28ATV+Q30R (3) Wt (3) Wi(3) SOF/SMV/RBV 24s (1) Si Si
[HLRa DCV, LDV, GRZ/EBV 12s (1) No No®
OMB, EBV-28AT, SOF/GRZ/EBV 24s (1) si* Si
VEL-28A-;
ILR a VEL-28T-]

Q30HR (12) Wt (9) Wt (12) SOF/LDV/RBV 12s (1) No Si
[HLRa DCV, LDV, SOF/LDV/RBV 24s (2) No Si
OMB-30R-, EBV- No No*

30R-; SOF/SMV/RBYV 24s (4) Si No (1)°
ILR a EBV-30H-] Si (3) Si (3)
SOF/PrOD/RBV 24s (1) si* Si
SOF/GRZ/EBV/RBV 24s (1) si* Si
V551 (1) GRZ/EBV 16s (1) Si Si
S122G (1) SOF/GRZ/EBV/RBV 24s (1) si* Si
R155T (1) SOF/SMV/RBV 24s (1) No Si
[HLR a GRZ;
ILR a SMV]
L31IM (9) Wt (9) Wt (9) SOF/SMV 24s (1) Si Si
[HLR a DCV-31M-, SOF/SMV/RBV 24s (3) Si Si
LDV, EBV-31M-, PrOD/RBV 24s (1) Si Si
VEL-31M-; SOF/GRZ/EBV/RBV 16s (1) si Si
ILR a DCV & VEL- SOF/GRZ/EBV 24s (1) si Si
31l-] SOF/GRZ/EBV/RBV 24s (2) si Si
L31F (1) Wt (1) Wit(1) SOF/LDV/RBV 24s (1) Si No*
[HLRa EBV, VEL;
ILR a DCV]

Tabla 22: Descripcién detallada de las SARs detectadas en el fallo con
ledipasvir, su impacto in vitro en la actividad de los AADs, el régimen utilizado
para el nuevo tratamiento, su adecuacion al informe guiado por resistencia y la
eficacia del nuevo tratamiento, en pacientes con VHC-1a.
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Wt: tipo salvaje, sin SARs. ‘coinfectado VIH; ?coinfectado VIH y expuesto previamente
a IFN; 3cirrdticos y expuestos a IFN; “cirréticos, coinfectados VIH y expuestos a IFN;
°cirrosis y RBV suspendida prematuramente debido a efectos adversos en el régimen
AADs de primera linea. HLR: resistencia de alto nivel; ILR: resistencia de nivel
intermedio. Para AADs de primera generacion (LDV, DCV, OMB, SMV, PTV, DSV):
HLR, SARs con fold-change(FC)> 100X; ILR, SARs con fold-change(FC) de 20-100.
Para AADs de segunda generacion (EBV, VEL, GRZ): HLR, SARs con fold-change>
10X; ILR, RAS con fold-change de 2.6-9X. SOF: sofosbuvir; SMV: simeprevir; PTV:
paritaprevir; LDV: ledipasvir; RBV: ribavirina; DCV: daclatasvir; OMB: ombitasvir; DSV:
dasabuvir; PrO: paritaprevirionain / 0mbitasvir; PrOD: paritaprevirionavin / 0mbitasvir /
dasabuvir; GRZ: grazoprevir; EBV: elbasvir; VEL: velpatasvir; s: semanas; “Régimen
farmacologico con tres o cuatro componentes: resistencia s6lo a uno de los
componentes del régimen y/o ninguna otra opcién en el momento del nuevo
tratamiento.

Dentro de los 32 pacientes infectados con el genotipo 1b que fallaron
primeramente a un régimen basado en sofosbuvir/ledipasvir, hubieron dos que
tampoco lograron alcanzar RVS12 con una pauta de retratamiento basada en
simeprevir. Ambos pacientes eran cirréticos, coinfectados con VIH y estuvieron
expuestos previamente a terapias con IFN. Los datos detallados de los

pacientes con genotipo 1b se observan en la tabla 23.
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Genotipo 1b (n=32):

SARs NS5A (n) SARs NS3 (n) | SARs NS5B (n) Régimen de retratamiento (n) Adecuadoa RVS12
[datos in vitro] [datos in vitro] | [datos in vitro] resistencias

Wt (2) Wt (2) Wt (2) SOF/SMV/RBV 24s (1) Si No"
PrOD/RBV 24s (1) Si Si
L28M+Y93H (1) Wt (1) Wt (1) SOF/SMV/RBV 24s (1) Si Si
[HLRa DCV,
LDV, OMB,
EBV;
ILR a VEL]
R30Q+Y93H (1) Wt (1) Wt (1) SOF/SMV 12s (1) Si Si
[HLRa DCV,
LDV, OMB,
EBV;
ILR a VEL]
L31M (3) Wt (3) Wt (1) PrOD/RBV 12s (1) Si Si
C316N (2) SOF/SMV 12s (1) Si Si
[DSV SARs | SOF/SMV+RBV 12s (1) Si Si
in vitro]
L31IMV+Y93H Wt (11) Wt (4) SOF/SMV 24s (1) Si Si
(13) SOF/SMV/RBV 24s (2) Si Si
[HLRa DCV, SOF/GRZ/EBV/RBV 12s (1) si Si
LDV, OMB, C316N (9) SOF/SMV/RBV 24s (5) Si Si
EBV, VEL] [DSV SARs | SOF/PrOD 24s (1) si* Si
in vitro] SOF/PrOD/RBV 24s (1) si* Si
$122T (2) SOF/SMV 12s (1) Si Si
SOF/SMV/RBV 24s (1) Si Si
Y93H (12) Wt (12) Wt (3) SOF/SMV/RBV 24s (3) Si Si
[HLRaDCV, C316N (9) | SOF/SMV 24s (2) Si No®
LDV, OMB, EBV [DSV SARs Si Si
ILR a VEL] in vitro] SOF/SMV/RBV 24s (5) Si Si
SOF/PrOD/RBV 24s (1) si* Si
SOF/GRZ/EBV 24s (1) si* Si

Tabla 23: Descripcién detallada de las SARs detectadas en el fallo con
ledipasvir, su impacto in vitro en la actividad de los AADs, el régimen utilizado
para el nuevo tratamiento, su adecuacién al informe guiado por resistencia y la
eficacia del nuevo tratamiento, en pacientes con VHC-1b.

Wt: tipo salvaje, sin SARs. 'cirrético y expuesto a INF. HLR: resistencia de alto nivel:
ILR: resistencia de nivel intermedio. Para AADs de primera generacion (LDV, DCV,
OMB, SMV, PTV, DSV): HLR, SARs con FC >100X; ILR, SARs con FC de 20-100.
Para AADs de segunda generacion (EBV, VEL, GRZ): HLR, SARs con FC >10X; ILR,
RAS con FC de 2.6-9X. SOF: sofosbuvir; SMV: simeprevir; PTV: paritaprevir; LDV:
ledipasvir; RBV: ribavirina; DCV: daclatasvir; OMB: ombitasvir; DSV: dasabuvir; PrO:
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paritaprevir gionavin / 0mMbitasvir, PrOD: paritaprevir gionavin / 0Ombitasvir / dasabuvir, GRZ:
grazoprevir; EBV: elbasvir; VEL: velpatasvir; s: semanas; "Régimen farmacoldgico con
tres 0 cuatro componentes: resistencia s6lo a uno de los componentes del régimen y/o
ninguna otra opcién en el momento del nuevo tratamiento.

Dentro de los pacientes que fallaron con sofosbuvir/ledispasvir hubieron
diez pacientes con GT-3 y ventiuno con GT-4. Uno de los pacientes con GT-3 y
tres pacientes de los pacientes con GT-4 tampoco lograron RVS12 con el
régimen de retratamiento. Hubieron tres pacientes que no mostraron SARs en
ninguna de las tres dianas (NS5A, NS3 o NS5B), y so6lo uno de ellos, cirrético,
siguié una pauta suboOptima con simeprevir durante 12 semanas. El cuarto
paciente que no consiguid RVS12, siguié una pauta basada en ledipasvir no
adecuada al informe guiado por resistencias. Los detalles de estos pacientes
se muestran en la tabla 24 de la pagina siguiente. Las siguientes notas, hacen

referencia a esta misma tabla 24.

Wt: tipo salvaje, sin SARs, RVS12: respuesta viral sostenida en la semana 12 post-
tratamiento. ‘cirrético; “cirrético y expuesto a INF; *coinfectado con VIH y expuesto a
INF; “coinfectado con VIH, cirrético y expuesto a INF. HLR: resistencia de alto nivel;
ILR: resistencia de nivel intermedio. Para AADs de primera generacién (LDV, DCV,
OMB, SMV, PTV, DSV): HLR, SARs con FC >100X; ILR, SARs con FC de 20-100.
Para AADs de segunda generaciéon (EBV, VEL, GRZ): HLR, SARs con FC >10X; ILR,
RAS con FC de 2.6-9X. SOF: sofosbuvir; SMV: simeprevir; PTV: paritaprevir; LDV:
ledipasvir; RBV: ribavirina; DCV: daclatasvir;, OMB: ombitasvir; DSV: dasabuvir; PrO:
paritaprevir gionavin / 0mMbitasvir, PrOD: paritaprevir gionavin / 0Ombitasvir / dasabuvir; GRZ:
grazoprevir; EBV: elbasvir; VEL: velpatasvir; s: semanas; "Régimen farmacoldgico con
tres 0 cuatro componentes: resistencia s6lo a uno de los componentes del régimen y/o
ninguna otra opcién en el momento del nuevo tratamiento.
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Genotipo 3 (n=10) y genotipo 4 (n=21):

SARs NS5A (n)
[datos in vitro]

SARs NS3 (n)
[datos in vitro]

SARs NS5B (n)
[datos in vitro]

Régimen de retratamiento (n) Adecuadoa | RVS12
resistencias

3 Wt (10) Wt (10) SOF/DCV/RBV 12s (1) Si Si
(10) SOF/DCV 24s (1) Si Si
SOF/DCV/RBV 24s (5) Si No (1)*
Si (4) Si (4)
SOF/LDV/RBV 24s (1) Si Si
SOF/GRZ/EBV/RBV 12s (2) Si Si
4 Wt (10) Wt (10) Wt (10) SOF/SMV 12s (1) Si No*
(21) SOF/SMV/RBV 12s (1) Si Si
SOF/SMV/RBV 24s (1) Si Si
SOF/LDV 12s (1) Si Si
PrO/RBV 12s (2) Si No®
Si Si
SOF/DCV/RBV 24s (1) Si Si
GRZ/EBV/RBV 12s (1) Si Si
SOF/GRZ/EBV/RBV 12s (1) Si Si
SOF/GRZ/EBV/RBV 24s (1) Si Si
L28MV (4) Wt (3) Wt (2) SOF/SMV/RBV 24s (1) Si Si
[HLR a OMB en SOF/PrO/RBV 24s (1) si* Si
Gt-4d; S282T (1) SOF/SMV/RBV 24s (1) Si Si
ILR a LDV, [SOF SARs
OMB en Gt-4a] in vitro]
D168E (1) Wt (1) SOF/GRZ/EBV 12s (1) Si Si
L30H (1) Wt (1) Wt (1) SOF/LDV/RBV 24s (1) Si No*
[HLRa DCV en
Gt-4a]
Y93C (4) Wt (4) Wt (4) SOF/SMV/RBV 24s (3) Si Si
[In vitro SARs a SOF/GRZ/EBV/RBV 12s (1) Si Si
DCV, LDV,
OMB, EBV,
VEL]
Y93H (2) Wt (2) Wt (1) SOF/SMV/RBV 24s (1) Si Si
[HLRa DCV, S282T (1) | SOF/VEL/RBV 24 s (1) Si Si
LDV [SOF SARs
ILR a EBV, VEL in vitro]
en Gt-4a)

Tabla 24: Descripcion detallada de las SARs detectadas en el fallo con
ledipasvir, su impacto in vitro en la actividad de los AADs, el régimen utilizado
para el nuevo tratamiento, su adecuacion al informe guiado por resistencia y la
eficacia del nuevo tratamiento, en pacientes con VHC-3 y VHC-4.
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Fallos a regimenes basados en sofosbuvir-daclatasvir

Un total de 77 pacientes estudiados (23,9%) fracasaron a sofosbuvir/daclatasvir
* ribavirina, y casi dos tercios de estos enfermos estaban infectados con el
genotipo 3. Nuevamente, el genotipo 3 era el menos propenso a desarrollar
SARs en NS5A (70,6%); en contraste, todos los pacientes infectados con el
genotipo 1b desarrollaron SARs. Para los genotipos 1la y 1b, las SARs en NS3
se detectaron en el fracaso en el 25,0% y el 11,1% de los pacientes,

respectivamente. Estos hallazgos se resumen en la Tabla 25.

Genotipo (% % SARs (totales) % SARS

1a (20,8%) 87,5% 62,5% NS5A
25,0% NS5A+NS3
1b (11,7%) 100,0% 88,9% NS5A
11,1% NS5A+NS3
3a (66,2%) 70,6% 70,6% NS5A (Y93H)
4 (1,3%) 100,0% 100,0% NS5A

Tabla 25: Prevalencia de SARs detectadas por region en los pacientes que han
fallado a un régimen basado en sofosbuvir/daclatasvir

Hasta el final del periodo de seguimiento, Unicamente 44 pacientes
(57,1%) fueron tratados de nuevo con regimenes convencionales, siendo el
71% cirrdticos. De estos 44 enfermos, tres pacientes suspendieron el
tratamiento prematuramente debido a efectos secundarios y dos fallecieron
mientras estaban en tratamiento; ademas, un paciente se perdié durante el
seguimiento, por lo que, fueron 36 los que fueron evaluados para RVS12. El
aclaramiento viral se alcanzé en 30 pacientes asi que, en un enfoque
modificado de intencion de tratar, la eficacia del retratamiento guiado por
resistencias de los fallos a sofosbuvir/daclatasvir + ribavirina con regimenes
convencionales fue del 83,3%. Una descripcion detallada de estos hallazgos se

muestra en la Figura 20.
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3 Suspension prematura (efectos adversos),
2 Exjtus y 1 pérdida de seguimiento

Fallos Evaluados Alcanzan
evaluados para RV512 RVS12
(n=77) (n=36) (n=30)
57.1% 81.8% 83.3%

Figura 20: Seguimiento virolégico de los pacientes que fallan a SOF/DCV+RBV

Después de fracasar en un régimen basado en daclatasvir, seis
pacientes no alcanzaron la RVS12 después del retratamiento guiado por
resistencia. De estos seis pacientes, dos pacientes fueron infectados con el
genotipo la. El primer paciente fue cirrético, coinfectado con VIH y expuesto a
IFN. Este primer paciente tenia un patron de SARs complejo en NS5A (M28T +
Q30H) y fue retratado con sofosbuvir / simeprevir / ribavirin durante 24
semanas. Segun Hezode et al.”*, los regimenes que contienen simepreuvir,
incluso con ribavirina y con una duracion de 24 semanas, pueden ser
subdptimos en pacientes con varios factores que disminuyen la tasa de RVS. El
segundo paciente infectado con el genotipo la fue un paciente cirrético que
albergaba L31V en NS5A y se volvié a tratar con sofosbuvir / ledipasvir /
ribavirina durante 24 semanas. Ledipasvir fue informado como susceptible por
nuestro informe inicial basado en la informacién disponible en el consenso de
Lontok et al.®® con respecto a las RASs de los fArmacos. Sin embargo, se
informa que la sustitucion de L31V tiene una resistencia de alto nivel a

ledipasvir (> 100 Fold-Change [FC]) en la actualizacion adicional en 2018
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realizada por Sorbo et al”

. De los pacientes infectados por genotipo 1b, uno
fallo y se retratd con sofosbuvir / ledipasvir durante 12 semanas. A pesar de
detectarse en el momento del fallo la combinacion de SARs L31IMV + Y93H, la
pauta de retratamiento escogida era inadecuada al contener la cepa SARs de
alto nivel descritas a ledipasvir. Los pacientes restantes que no alcanzaron
RVS12 después del retratamiento guiado por resistencias estaban infectados
con el genotipo 3 y todos presentaron la sustitucion de Y93H en NS5A. Uno de
ellos era cirr6tico, coinfectado por VIH y expuesto a IFN y se volvié a tratar con
un régimen de sofosbuvir y ribavirina durante 24 semanas, considerandose
ésta una combinacion subodptima. Los otros dos pacientes fueron tratados con
sofosbuvir / velpatasvir / ribavirina durante 12 o 24 semanas y eran cirroticos y
habian estado expuestos anteriormente a IFN. La SAR Y93H es altamente
desafiante para el retratamiento de los pacientes al conferir resistencia de alto
nivel a todos los inhibidores de NS5A aprobados activos contra el genotipo 3,
incluido velpatasvir (FC = 720). Hasta la fecha, pibrentasvir es el Gnico inhibidor
de NS5A que esta libre del efecto de resistencia de Y93H en genotipo 3”, no

estando todavia disponible en nuestro pais en el momento del estudio.

A continuacién, se muestra una descripcion detallada de las SARs
detectadas en el fallo, su impacto in vitro en la actividad de los AADs, el
régimen utilizado para el retratamiento, su adecuacion al informe guiado por

resistencias y la eficacia de la segunda linea de tratamiento (tabla 26).
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SARs NS5A (n) SARs NS3 (n) SARs NS5B (n)  Régimen de retratamiento (n)  Adecuado
[datos in vitro] [datos in vitro] [datos in vitro] a
resistencias
la Wt (1) Wt (1) Wt (1) SOF/SMV 24s (1) Si Si
(9) | M28T+Q30HR (2) Wt (2) Wt (2) SOF/SMV/RBYV 24s (2) Si Si
[HLRa LDV, DCV, Si No"
OMB, EBV,;
ILR a VEL-M28T-)]
Q30DHKR (4) Wt (4) Wt (4) SOF/SMV 24s (1) Si Si
[HLR a DCV, LDV- SOF/SMV/RBV 24s (2) Si Si
30HKR, OMB- PrOD/RBV 24s (1) Si Si
30KR-, EBV-30DR-
, VEL-30K-;
ILR a EBV-30H-]
Q30R+L31M (1) | V36M+R155K (1) Wt (1) PrOD/RBV 24s (1) No Si
[HLR a LDV, DCV, [HLR a GRZ;
OMB, EBV, VEL] | ILR a SMV, PTV]
L31V (1) Wt (1) Wt (1) SOF/LDV/RBV 24s (1) No No*
[HLR aDCV, LDV,
OMB, EBV, VEL]
1b L31M (1) Wt (1) Wt (1) PrOD/RBV 24s (1) Si Si
5
©) L31IMV+Y93H (2) Wt (2) C316N (2) SOF/LDV 12s (1) No No”
[HLRa LDV, DCV, [DSV RASin | SOF/PrOD/RBV 24s (1) si Si
OMB, EBV; vitro]
ILR a VEL
L31IM+Y93H (1) | Q80R+D168E (1) Wt (1) ProD 12s (1) No Si
[HLRa LDV, DCV, [HLR a SMV;
OMB, EBV, VEL] ILR a GRZ]
A92K (1) Wt (1) Wt (1) SOF/LDV/RBV 12s (1) No Si
[HLRa LDV, VEL]
3 Wt (2) Wt (2) SOF/VEL 12s (1) Si Si
(21 SOF/VEL/RBV 24s (1) Si Si
) A30K (2) Wt (2) SOF/LDV 24s (1) Si Si
[HLR a VEL; SOF/VEL 12s (1) No Si
ILR a DCV]
L31F (1) Wt (1) SOF/LDV/RBV 24s (1) Si Si
[HLRa DCV;
ILR a VEL]
Y93H (16) Wt (16) SOF/RBV 24s (2) Si No*
[HLRa DCV, VEL] Si Si
SOF/PegINT/RBV 12s (2) Si Si
SOF/DCV/RBYV 24s (4) No Si
SOF/VEL/RBV 12s (3) No No
No (2) Si (2)
SOF/VEL 24s (1) No Si
SOF/VEL/RBV 24s (2) No Si
No No*
SOF/GRZ/EBV/RBV 12s (1) si* Si
SOF/GRZ/EBV/RBV 16s (1) si* Si
4 Y93H (1) Wt (1) Wt (1) PrO/RBV 24s (1) Si Si
(1) | [HLRaDCV, LDV;
ILR a EBV, VEL']
(*: only GT4a)
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Wt: tipo salvaje, sin SARs; RVS12: respuesta viral sostenida en la semana 12 post-
tratamiento. ' Estos pacientes eran cirréticos, coinfectados por VIH y con
antecedentes de exposicion a INF; 2 cirrosis; 3 expuesto a IFN; * este paciente era
cirrético y estuvo expuesto a INF en el pasado. HLR: resistencia de alto nivel; ILR:
resistencia de nivel intermedio. Para AADs de primera generacion (LDV, DCV,
OMB, SMV, PTV, DSV): HLR, SARs con FC >100X; ILR, SARs con FC de 20-100.
Para AADs de segunda generacion (EBV, VEL, GRZ): HLR, SARs con FC >10X;
ILR, RAS con FC de 2.6-9X. SOF: sofosbuvir; SMV: simeprevir; PTV: paritaprevir;
LDV: ledipasvir; RBV: ribavirina; DCV: daclatasvir;, OMB: ombitasvir; DSV:
dasabuvir; PrO: paritaprevir ionavir / 0mbitasvir; PrOD: paritaprevir ionavin / 0Ombitasvir
| dasabuvir; GRZ: grazoprevir; EBV: elbasvir; VEL: velpatasvir, s: semanas;
*Régimen farmacoldgico con tres o cuatro componentes: resistencia sélo a uno de
los componentes del régimen y/o ninguna otra opcion en el momento del nuevo
tratamiento.

Fallos en regimenes que contienen ombitasvir

Se han evaluado 62 pacientes (19,1%) que fallaron una combinacion de
paritapreVirionavir / OMbitasvir + dasabuvir + ribavirina. La gran mayoria de estos
pacientes estaban infectados con el genotipo la (59,7%) 6 1b (25,8%) v,
Unicamente, el 12,9% de los pacientes estaban infectados con el genotipo 4.
Un total de 1,6% de los pacientes fueron tratados erroneamente con estas
combinaciones porgue fueron considerados con genotipo erréneo en su centro
de origen. Los genotipos 3 y la desarrollaron SARs en el fallo en una gran
proporcién de pacientes (100,0% y 86,5%, respectivamente). El desarrollo de
SARs en mas de un gen fue comun en todos los genotipos. La tabla 27 resume

estos hallazgos.
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Genotipo (% % SARs (totales % SARS

la (59,7%) 86,5% 2,7% NS3
35,1% NS5A
2,7% NS5B

2,7% NS5B+NS3
10,8% NS5B+NS5A
13,5% NS5A+NS3
18,9% NS5B+NS5A+NS3
1b (25,8%) 75,0% 6,2% NS5B

31,2% NS5A

12,6% NS3

12,6% NS5B+NS5A
6,2% NS5B+NS3
6,2% NS5A+NS3

3a (1,6%) 100,0% 100,0% NS5A (Y93H)
4 (12,9%) 50,0% 50,0% NS5A

Tabla 27: Prevalencia de SARs detectadas por region en los pacientes que han
fallado a un régimen que contenia ombitasvir

La Figura 21 muestra la eficacia del retratamiento con resistencia guiada
en pacientes que fallaron a un régimen de paritaprevirionair / Ombitasvir +
dasabuvir *+ ribavirina. Treinta y cinco pacientes (56,5%) fueron tratados
nuevamente con regimenes convencionales, siendo el 26,7%, cirroticos. En el
seguimiento serolégico se observdé que un paciente falleci6 durante el
tratamiento y otros treinta y dos pacientes fueron evaluados para RVS12;
treinta de ellos han eliminado la infeccién por VHC. En un enfoque modificado
de intencibn de tratar, la eficacia del retratamiento con regimenes
convencionales y con informe guiado por resistencias, para los pacientes que

fallaron a paritaprevironavir / OmMbitasvir + dasabuvir + ribavirina fue del 93,7%.
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1Exitus

Evaluados Alcanzan
para RV512 RVS12

Fallos
Retratados

(n=35)

evaluados

(n=62) (n=32) (n=30)

N ANV ANY

56.4% 91.4% 93.7%

Figura 21: Seguimiento viroldgico de los pacientes que fallan a un tratamiento
con ombitasvir

Los dos pacientes que habian fallado previamente un régimen basado
en PrO y no alcanzaron la RVS después del retratamiento guiado por
resistencia, fueron infectados con el genotipo 4. Un paciente fue tratado
nuevamente con un régimen suboptimo basado en ledipasvir en presencia de
la SAR Y93H. El segundo paciente, con una variante Y93C, fue tratado con una
potente combinacion triple (sofosbuvir / grazoprevir / elbasvir) con ribavirina,
pero soOlo durante 12 semanas. Aunque Y93C tiene un alto impacto en la
actividad de elbasvir en el genotipo 1a, su impacto en el genotipo 3 aln no se
ha descrito.

La siguiente tabla 28 muestra una descripcion detallada de los SARs
detectadas en el fallo a primera linea, su impacto in vitro en la actividad de los
ADDs, el régimen utilizado para el nuevo tratamiento, su adecuacion a la

informacion de resistencia facilitada y la eficacia del retratamiento.
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SARs NS3 (n) Adecuacibna RVS
[datos in vitro] 12

SARs NS5B (n)
[datos in vitro]

Régimen de retratamiento (n)
resistencias

GT  SARs NS5A (n)
(n) [datos in vi

la Wt (6) Wt (6) Wt (5) SOF/LDV/RBV 12s (2) Si Si
(19) SOF/LDV/RBV 24s (2) Si Si
SOF/GRZ/EBV/RBV 12s (1) Si Si
S556G (1) SOF/SMV/RBV 24s (1) Si Si
[SARs DSV
in vitro]
M28T (3) Wt (2) Wt (2) SOF/SMV/RBV 24s (1) Si Si
[HLRa DCV, SOF/PrOD/RBV 12s (1) si Si
LDV, OMB, EBV R155K (1) S556G (1) SOF/GRZ/EBV/RBV 24s (1) si* Si
ILR a VEL] [ILR a SMV, [SARs DSV
PTV, GRZ] in vitro]
M28TV+Q30R | V36M+R155K (1) Wt (2) SOF/GRZ/EBV/RBV 16s (1) Si* Si
(2) [HLR a GRZ
[HLRaDCV, | ILRaSMV, PTV]
LDV, OMB, EBV Wt (1) SOF/SMV/RBV 24s (1) Si Si
ILR a VEL"]
(‘only M28T)
Q30HR (4) Wt (4) Wt (4) SOF/SMV/RBV 24s (1) Si Si
HLRaDCV, SOF/PrOD/RBV 12s (1) Si Si
LDV, OMB", SOF/VEL 12s (1) Si Si
EBV" (‘only SOF/VEL/RBV 24s (1) Si Si
Q30R)
ILR a EBV
(Q30H)
Q30K (1) Wt (1) C316Y (1) SOF/LDV/RBV 12s (1) No Si
[HLRa DCV, [HLR a DSV]
LDV, OMB,
VEL]
Q30R (2) S122G (1) C316Y (2) SOF/PrOD 24s (1) Si* Si
[HLRa DCV, D168V(1) [HLRaDSV] | SOF/GRZ/EBV/RBV 16s (1) Si* Si
LDV, OMB, [HLR a SMV,
EBV] PTV, GRZ]
Q30R+H58D (1) Wt (1) Wt (1) SOF/SMV 24s (1) Si Si
HLRaDCV,
LDV, OMB, EBV
ILR a VEL (only
H58D)
1b Wt (1) Wt (1) C316N+S556G | SOF/SMV 24s (1) Si Si
(6) [SARs DSV
in vitro]
Wt (1) S122T (1) Wt (1) SOF/GRZ/EBV/RBYV 16s (1) Si Si
Y93H (4) Wt (3) Wt (1) SOF/SMV/LDV 24s (1) Si* Si
[HLRa DCV, . _
ILR a VEL] [SARs DSV | GRZ/EBV 12s (1) No Si
D168V (1) in vitro] SOF/GRZ/EBV 12s (1) Si* Si
[HLR a SMV,
PTV, GRZ]
3* Y93H (1) Wt (1) SOF/DCV/RBV 24s (1) No Si
[HLRa DCV,
VEL]
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(6)

Wt (1) Wt (1) Wt (1) SOF/GRZ/EBV/RBV 12s (1) Si Si
L28VS (2) Wt (1) Wt (2) SOF/LDV/RBV 24s (1) Si Si
HLR a OMB for D168A (1) SOF/SMV/RBV 12s (1) Si Si
GT4d [HLR a GRZ]
ILR a OMB for
GT4a
Y93CHS (3) Wt (3) Wt (3) SOF/SMV 24s (1) Si Si
[HLR a DCV, SOF/LDV 12s (1) No No®
LDV SOF/GRZ/EBV/RBV 12s (1) si* No
ILR aDCV,
EBV, VEL]

Wt: tipo salvaje, sin SARs; RVS12: respuesta viral sostenida en la semana 12 post-
tratamiento. *Este paciente fue genotipado fue tratado errbneamente con PrOD, por
error de transcripcion del genotipo en el centro de origen. Paciente coinfectado con
VIH. HLR: resistencia de alto nivel; ILR: resistencia de nivel intermedio. Para AADs de
primera generacion (LDV, DCV, OMB, SMV, PTV, DSV): HLR, SARs con FC >100X;
ILR, SARs con FC de 20-100. Para AADs de segunda generacion (EBV, VEL, GRZ):
HLR, SARs con FC >10X; ILR, RAS con FC de 2.6-9X. SOF: sofosbuvir; SMV:
simeprevir; PTV: paritaprevir; LDV: ledipasvir; RBV: ribavirina; DCV: daclatasvir; OMB:
ombitasvir;, DSV: dasabuvir; PrO: paritaprevirgionain / Ombitasvir;,  PrOD:
paritaprevirionain / 0Mbitasvir / dasabuvir; GRZ: grazoprevir; EBV: elbasvir; VEL:
velpatasvir; s: semanas; "Régimen farmacoldgico con tres o cuatro componentes:
resistencia s6lo a uno de los componentes del régimen y/o ninguna otra opcién en el
momento del nuevo tratamiento.

Tabla 28: Descripcion detallada de las SARs detectadas en el fallo con PrO+D,
su impacto in vitro en la actividad de los AADs, el régimen utilizado para el
nuevo tratamiento, su adecuacion al informe guiado por resistencia y la eficacia
del retratamiento.
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» Resumen gréfico de los resultados del retratamiento de los pacientes:

3 Suspensiones prematuras (efectos adversos),
3 éxitus v 5 pérdidas de seguimiento

Evaluados Alcanzan

Fallos i :
Retratados para RVS12

RV512
(n=197)

evaluados
(n=322)

N A

60.5% 91.3% 88.2%

(n=195) (n=178)

Durante el periodo de experimental y de analisis de este trabajo, he
presentado varias comunicaciones relacionadas con los resultados en
congresos regionales, nacionales e internacionales. He obtenido 3 premios en
tres de estos congresos por estas comunicaciones, uno regional y dos
nacionales. Los diplomas de estos premios se adjuntan en los anexos IV, V, y
VI, respectivamente.
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RESULTADOS DEL ESTUDIO DE SARs BASALES

Un total de 516 pacientes infectados por el VHC fueron incluidos en el
estudio. Los pacientes eran principalmente varones (78,0%), con una mediana
de edad de 52 afios (RIC 48-56), una carga viral de VHC basal media de 6,31
log Ul/ml (RIC 5,77-6,74), 31,1% cirrGticos y 24,6% con experiencia previa con
interferén. La mayoria de los pacientes estaban infectados con VHC GT-1la
(n=223; 43,2%), seguidos por 141 pacientes con infeccion por VHC GT-3
(27,3%), 82 con infeccién por VHC GT-1b (15,9%) y 70 con infeccion por VHC
GT-4 (13,6%). Las principales caracteristicas de la poblacién de estudio se
muestran en la tabla 1. Este genotipado inicial, previo a comenzar la terapia,
realizado como parte de la atencion clinica de rutina a través de la prueba
disponible comercialmente en el centro participante, fue en la mayoria de los
casos, realizado con el ensayo Versant HCV Genotype 2.0 LiPA, seguido del
ensayo Abbott Real Time HCV Genotype Il y del kit de genotipado Trugene
HCV Genotyping.
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CARACTERISTICAS BASALES  Nota)= 516

Edad en afios, media (RIC) 52 (IQR 48-56)
Varones, % 78,0%
Cirroticos, % 31,1%
Pretratados con INF, % 24,6%
RNA, log Ul/ml (RIC) 6,31 (5,77-6,74)
1a, n (%) 223 (43,2%)
1b, n (%) 82 (15,9%)
3, n (%) 141 (27,3%)
4, n (%) 70 (13,6%)

Tabla 29: Caracteristicas basales de los pacientes estudiados

A continuacion, en la tabla 30 se muestra una descripcion detallada de
las SARs en NS5A detectadas para los genotipos de VHC 1a, 1b, 3y 4,y

también de las SARs en detectadas en NS3 para GT-1a.
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NS5A

NS3

Posicion GT-1a (n; %) GT-1b (n; %) GT-3(n; %) GT-4 (n; %)
24 - - - -
28 11; 4,9% - - 2;2,8%
30 8; 3,6% 1;1,2% 9; 6,4% 1;1,4%
9; 6,4%*
(A30MSV)
31 3;1,3% 12; 14,6% - 3; 4,3%*
(M31LV)
32 1; 0,4%* - - -
(P32H)
38 - - - -
58 1; 0,4% 3; 3,6% - 1; 1,4%*
14; 6,3%* 3; 3,6%* (P58L)
(H58GPY) (P58AT)
62 - - - -
92 - 2; 2,4%* - -
(A92T)
93 1; 0,4%* 6; 7,3% 9; 6,4% -
(Y93L)
36 1; 0,4%
3; 1,3%*
(V36L)
54 -
55 1; 0,4%*
(V55A)
56 -
80 6;2,7%
2; 0,9%*
(Q80L)
122 5;2,2%
3; 1,3%*
(S122N)
168 2;0,9%
170 -

Tabla 30: Prevalencia de SARs detectadas en NS5A y NS3 por genotipo

*(azul): estos cambios no se encuentran listados en el utilizado consenso de Lontok™®.
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En esta tabla 30 podemos observar que, en total, 70 pacientes (13,6%)
mostraron SARs en NS5A y/o en NS3 (n=56; 10,8%, para NS5A y n=14; 6,3%;
para NS3). En GT-1a, 36 pacientes (16,2%) mostraron SARs en NS5A y/o NS3
(n=22; 9,9%, para NS5A y n=14; 6,3%, para NS3). Veintidos pacientes (26,8%)
de los infectados con VHC GT-1b, nueve (6,4%) de los pacientes infectados
con GT-3 y tres (4,3%) pacientes infectados con GT-4 albergaban SARs en
NS5A.

Como hemos descrito en el apartado de la metodologia, hemos
realizado un seguimiento virolégico de estos pacientes para estudiar, ademas
de la presencia de SARs, si iniciaban tratamiento con AADs, con qué régimen y
la eficacia alcanzada. Del total de pacientes a los que se les ha realizado el
estudio de SARs, hasta el momento del analisis, trescientos dos pacientes
iniciaron tratamiento con AADs. Seguidamente, se muestra una descripcion
detallada segun el genotipo, de los regimenes de AADs iniciados, teniendo en

cuenta la presencia o no de cirrosis y la exposicidon previa a INF, en la tabla 31.

TESIS DOCTORAL — Ana Belén Pérez Jiménez 109



Caracterizacién viroldgica de los pacientes tratados frente al virus de la hepatitis C con antivirales
de accion directa libres de interferon que no consiguen respuesta viral sostenida

Genotipo VHC

Régimen AADs (n) Cirrosis (n/N; %) TPI (n/N; %) Cirrosis y TPI (n/N; %)

12 SOF-LDV+RBV (79) 16/78;20,5%  21/74; 28,4% 7/73; 9,6%
SOF-SMV-RBV (1) - 1/1; 100,0% -
PrOD+RBV (20) 1/19; 5,3% 4/15; 26,7% -
GRZ-EBV+RBV (13) 2/13; 15,4% 2/11; 18,2% -
SOF-VEL (1) 1/1; 100,0% - -
SOF-LDV+RBV (35) 6/35; 17,1% 4/35; 11,4% 3/35; 8,6%
SOF-SMV+RBV (2) - - -
ProD+RBV (33) 10/32; 31,2%  10/33; 30,3% 1/32; 3,1%
GRZ-EBV (1) 1/1; 100,0% = s
SOF-PegINT-RBV (2) - - -
SOF-DCV+RBV (45) 8/44; 18,2% 6/44; 13,6% 4/43; 9,3%
SOF-LDV-RBV (2) 1/2; 50,0% - 1/2; 50,0%
SOF-VEL+RBV (14) 8/14; 57,1% - 3/14; 21,4%
SOF-LDV+RBV (25) 7/25; 28,0% 4/25; 16,0% 1/25; 4,0%
SOF-DCV (1) - - -
SOF-SMV (2) - - -
ProRBV (22) 5/21; 23,8% 2/22;9,1% 1/21; 4,7%
GRZ-EBV (3) - 1/3; 33,3% -

SOF-GRZ-EBV (1)

Tabla 31: Descripcion de los regimenes de AADs iniciados

SOF: sofosbuvir; LDV: ledipasvir; RBV: ribavirina; SMV: simeprevir, PrOD:
paritaprevir/qonavi/Ombitasvir/dasabuvir;, GRZ: grazoprevir; EBV: elbasvir; PrO:
paritaprevir/ionavi/Ombitasvir; VEL: velpatasvir, PegINT: interferon pegilado; DCV:
daclatasvir.

En el momento del analisis, 285 de los 302 enfermos (94,4%), habian
superado el final del tratamiento (FDT) y de ellos, hemos conseguido datos de
RVS12 de 275 pacientes (275/302). Cuatro pacientes se perdieron durante el
seguimiento (PDS) debido a una interrupcién prematura debido a eventos
adversos, 11 interrumpieron el tratamiento voluntariamente, 1 paciente fue PDS
por cambio de ubicacion, 8 alcanzaron el FDT pero fueron PDS antes de
evaluar la RVS12 y 1 paciente falleci6 siete dias antes del FDT. En un analisis
modificado de intencion de tratar (mITT), el 97,8% logré RVS12. Por genotipo,

TESIS DOCTORAL — Ana Belén Pérez Jiménez 110



Caracterizacién viroldgica de los pacientes tratados frente al virus de la hepatitis C con antivirales
de accion directa libres de interferon que no consiguen respuesta viral sostenida

todos los pacientes infectados con GT-3 y el 98,5% de los pacientes infectados
con GT-1b lograron RVS12; mientras que, en GT-1la y GT-4 lograron el 97,1%
y el 96,0% RVS12, respectivamente. Estos datos se han representado en la
figura 22. Se observaron seis recidivas (tres pacientes infectados por GT-1a,
uno GT-1b y dos GT-4). Ninguno de ellos era cirrético y tres habian seguido
tratamiento previo con INF. Todos ellos habian iniciado un régimen de AADs
recomendado por las guias de tratamiento. Todos los pacientes con SARs
basales lograron RVS12.

- «GT-1a (114) +GT-1a(104) +GT-1a (101)
MU GT-1b (71) GT-1b (66) vGT-1b (65)
tratamiento
B .GT-3a (63) /GT-3a (55) +GT-3a (55)
*GT-4(54) +GT-4 (50) *GT-4(48)

=L =

tratamiento
(275)

GT-1a:97,1%
91,7% RVS12 | GT-1b:93,5%
97,8% | GT-3a:100,0%
GT-4:96,0%

Figura 22: Andlisis de eficacia segin genotipo (mITT)

Para los pacientes infectados con el genotipo la, se ha realizado un
andlisis especifico sobre las SARs de elbasvir. A diferencia de las SARs de
clase en NS5A que se detectaron en 22 (9,8%) de los pacientes infectados con
GT-1a, las SARs especificas de elbasvir se detectaron en sdélo 12 pacientes;
5,4% [M28T (n=1), Q30DEHR (n=8), L31M (n=3)]. Estas diferencias entre unas
SARs y otras se observaron igualmente en la poblacion cirrotica: el 9,5% tenia
SARs especificas de elbasvir, mientras que el 14,3% tenia SARs de clase en
NS5A. Curiosamente, 158/210 pacientes tenian una carga viral superior a
800.000 Ul/ml y, de éstos, solo 8 (5,1%) tenian SARs especificas de elbasvir.

Trece pacientes infectados por GT-1a en el estudio, iniciaron tratamiento con
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grazoprevir-elbasvir guiado por SARs basales; a dos de ellos se les agrego6
ribavirina al régimen, y solo tres recibieron un régimen de 16 semanas
independientemente de la carga viral basal. Todos estos pacientes han logrado
RVS12, excepto uno que fue PDS.

De manera similar, se ha realizado un andlisis especifico sobre las SARs
de velpatasvir para los pacientes infectados con el genotipo 3. A diferencia de
las SARs de clase en NS5A que se detectaron en el 6,4% de los pacientes
(n=9), se detectaron SARs especificas de velpatasvir en 18 pacientes (12,7%);
[A30K (n = 9), Y93H (n = 9)]. Se observaron diferencias similares entre las
SARs de clase en NSb5a y las SARs especificas de velpatasvir en la poblacion
cirrética: 5/7 pacientes cirréticos (14,7% de la poblacién cirrotica) tenian la SAR
Y93H y SARs de clase en NS5A, y 8/11 pacientes cirréticos (23,5% de la
poblacion cirrética) tenian SARs especificos de velpatasvir. Catorce pacientes
cirréticos infectados por GT-3 de nuestro estudio, iniciaron un tratamiento con
sofosbuvir-velpatasvir, guiado por SARs basales, 6 de ellos (42,8%) con
ribavirina, a pesar de tener solo dos, Y93H en el momento basal. Todos estos

pacientes han logrado RVS12, excepto uno que fue PDS.
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RESULTADOS DEL ESTUDIO DE REINFECCION vs RECIDIVA

Los resultados de este estudio han sido publicados en la revista
PlosOne™y el articulo, entregado como parte de esta Tesis Doctoral.

Caracteristicas demograficas y epidemioldgicas de la poblacion a

estudio:

Basalmente, de los 53 pacientes incluidos en este estudio, la mayoria
(41,5%) resultaron filogenéticamente genotipados como subtipo la. La

distribucion por genotipos se muestra en la figura 23.

mGT-1a
mGT-1b

GT-3a
mGT-4a
mGT-4d

Figura 23: Distribucién filogenética de subtipos

Se estudiaron los factores de riesgo de esta subpoblacion y se observo
gue mas de la mitad de los pacientes era coinfectado con VIH (60,4%). La via
de transmision de la infeccion era conocida en gran parte de los pacientes
(79,2%; 42/53), siendo aquellos pacientes en los que se desconoce, todos

monoinfectados.
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Entre los que se conocia la via de transmision, fueron clasificados como
adictos a drogas por via parenteral (ADVP), en el presente y/o en el pasado, un
78,6%; 33/42): de los cuales, el 51,5% (17/33) result6 infectado por el GT-1a"®
y, 27 de los 33 (81,8%), eran ademas coinfectados con VIH.

La transmision de la infeccion del VHC a través de la via sexual se dio
en 7 pacientes, de los cuales 5 de ellos, eran HSH y los otros 2,

heterosexuales; siendo en su totalidad coinfectados con VIH.

De los otros 2 pacientes con via de transmisiéon conocida, uno de ellos
tenia como unico factor de riesgo una transfusion sanguinea durante la nifiez y,

el otro era un paciente hemodializado.

Discrepancias genotipicas del VHC mediante el analisis filogenético:

La obtencién del genotipo y subtipo mediante el analisis filogenético a
través de las herramientas utilizadas descritas en la metodologia, ha
concordado en mas de la mitad de los casos, con la obtenida a través de los
ensayos comerciales en las muestras basales (66,0%; 35/53). La mayoria de
discrepancias obtenidas a partir de las técnicas comerciales han sido debidas a
la asignacion, por parte de estos ensayos, del genotipo sin informacién a nivel
de subtipo. A pesar de ello, otras seis muestras basales resultaron

erroneamente clasificadas a nivel de genotipo y/o de subtipo.

Para uno de los pacientes, se detectdo una discordancia a nivel de

subtipo. En la muestra basal, era genotipado como GT-1la segun todos los
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meétodos analizados pero, en cambio, en la muestra del fallo (12 semanas post-
tratamiento), era asignado como subtipo la 6 1b, en funcion de la region
genética analizada y del método de genotipado utilizado. Realizando un
andlisis mas exhaustivo, vemos que si concatenamos las secuencias obtenidas
a partir de la amplificacion de los fragmentos NS5A y NS5B, el subtipado de
esta muestra del momento del fallo de este paciente seria considerada VHC-1a
y descartando la posibilidad de recombinacion intersubtipos. De hecho, en
ninguno de los 53 pacientes estudiados, se evidencié la existencia de
recombinacién genética utilizando las herramientas Simplot y RDP4, siendo

ademas, evaluado a través de TreePuzzle.

Deteccion y evaluacion de SARs:

En cuanto a la detecciéon y evaluacion de las SARs, ya sea de forma
natural o sustituida bajo la presion selectiva del farmaco, se observé que los
pacientes en este estudio albergaban principalmente variantes en los genes
NS3 y NS5A, detectandose Unicamente SARs en la posicion 282 de NS5B en
tres pacientes (S282T/R); dos de los cuales, también tenian SARs en NS5A.
Hubo diez pacientes con variantes duales en NS3 y NS5A y se detectaron

variantes unicas de NS3 y NS5A en 8 y 14 pacientes, respectivamente.

Los pacientes que se demostr6 que habian experimentado una
reinfeccion se analizaron por separado. De ellos, quedd demostrado que cuatro
de esos cinco pacientes adquirieron SARs en NS5A a lo largo del tratamiento,
mientras que para uno de ellos, ya estaba presente una variante natural al

inicio del estudio.
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Los detalles sobre las variantes especificas se muestran con resumidas

en la tabla 32.

Recidiva 6

Id. Paciente Muestra VHC-GT Reinfeccién SARs NS3 SARs NS5A  SARs NS5B

(por filogenia)

Paciente 1 Basal VHC-1b No  Reinfeccion - 93H WT
Fallo 56F 31V, 93H WT
Paciente 2 Basal VHC-1a  Si Recidiva - WT WT
Fallo - 31M 282R
Paciente 3 Basal VHC-1b  No Recidiva 56F - WT
Fallo 56F WT WT
Paciente 4 Basal VHC-1b  Si Recidiva WT 31M WT
Fallo - WT WT
Paciente 5 Basal VHC-4d  Si Reinfeccién - WT -
Fallo VHC-3a - 93H WT
Paciente 6 Basal VHC-4d  Si ? WT 93H -
Fallo WT 30C, 93H 282T
Paciente 7 Basal VHC-1a  Si ? - WT WT
Fallo 168A/N WT WT
Paciente 8 Basal VHC-1b  Si Recidiva - 31M WT
Fallo - 28T, 31M WT
Paciente 9 Basal VHC-1b  No Recidiva 56F - WT
Fallo 56F, 168V 31M WT
Paciente 10 Basal VHC-1la No Recidiva - WT WT
Fallo - 30H WT
Paciente 11 Basal VHC-1a  Si Recidiva - WT WT
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Fallo - 30R WT
Paciente 12 Basal VHC-4d  Si Recidiva WT WT WT
Fallo WT WT WT
Paciente 13 Basal VHC-1b ? Recidiva - 31M WT
Fallo 56F, 80K, WT WT
117H,
122T, 1701
Paciente 14 Basal VHC-4d  Si Reinfeccién - WT WT
Fallo VHC-1a 174S WT WT
Paciente 15 Basal VHC-1b  No Recidiva - 311/M, 93H WT
Fallo - 31M, 93H WT
Paciente 16 Basal VHC-1b  No Recidiva WT WT WT
Fallo WT WT WT
Paciente 17 Basal VHC-1la Si Recidiva WT WT -
Fallo WT 30R WT
Paciente 18 Basal VHC-1b  No Reinfeccion - WT WT
Fallo - 31V, 93H WT
Paciente 19 Basal VHC-3a  Si Recidiva - WT WT
Fallo - 93H WT
Paciente 20 Basal VHC-1a No Recidiva 174S WT -
Fallo 168G, 30R WT
174S
Paciente 21 Basal VHC-4d Si Recidiva WT - WT
Fallo 168V - WT
Paciente 22 Basal VHC-1la  Si Recidiva 174S 31M -
Fallo 174S 31M WT
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Paciente 23 Basal VHC-1a  Si Recidiva 174S WT -
Fallo 174S 31F, 58N WT
Paciente 24 Basal VHC-3a  Si Recidiva - WT WT
Fallo - WT WT
Paciente 25 Basal VHC-1a  Si Recidiva 551, 80K WT -
Fallo 551, 80K 31M, 58P WT
Paciente 26 Basal VHC-1a  Si Recidiva 174S WT -
Fallo 174S WT WT
Paciente 27 Basal VHC-1a No Recidiva - WT WT
Fallo 36M, 155K, 28T WT
174S
Paciente 28 Basal VHC-4a No Recidiva - WT WT
Fallo - 28V WT
Paciente 29 Basal VHC-3a  Si Recidiva - WT WT
Fallo - WT WT
Paciente 30 Basal VHC-1b  No Probable 117H 93H -
Fallo Recidiva - 31V, 93H -
Paciente 31 Basal VHC-1b  No Recidiva WT 32A, 93H -
Fallo WT 93H -
Paciente 32 Basal VHC-1b  No Recidiva - 93H WT
Fallo WT WT WT
Paciente 33 Basal VHC-1la No Recidiva 174S WT -
Fallo 174G/S WT WT
Paciente 34 Basal VHC-4d  Si Recidiva WT WT -
Fallo WT WT 282T
Paciente 35 Basal VHC-3a  Si Recidiva - WT WT
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Fallo - WT WT
Paciente 36 Basal VHC-1a  Si Reinfeccién 174S WT WT
Fallo VHC-3a - 30K WT
Paciente 37 Basal VHC-3a  Si Recidiva - 30K WT
Fallo - 30K WT
Paciente 38 Basal VHC-1a  Si Recidiva WT WT -
Fallo WT WT WT
Paciente 39 Basal VHC-4a  Si Recidiva - WT WT
Fallo WT 28M, 30R WT
Paciente 40 Basal VHC-3a  Si Recidiva - WT WT
Fallo - WT WT
Paciente 41 Basal VHC-1a  Si Recidiva 80K, 174S WT -
Fallo 80K, 168V, 30R WT
174S
Paciente 42 Basal VHC-4a  Si Recidiva WT WT WT
Fallo WT WT -
Paciente 43 Basal VHC-1la No Recidiva WT 58D WT
Fallo WT WT WT
Paciente 44 Basal VHC-4a  Si Recidiva WT WT WT
Fallo WT WT WT
Paciente 45 Basal VHC-3a No Recidiva - WT WT
Fallo - WT wT
Paciente 46 Basal VHC-1la No Recidiva - WT WT
Fallo - 30E WT
Paciente 47 Basal VHC-3a No Recidiva - WT WT
Fallo - 93H WT
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Paciente 48 Basal VHC-1la  Si Recidiva 36L, 54S, 30H, 58Y -
551, 80L
Fallo 36L, 54S, 30H, 58Y WT
55I, 80L
Paciente 49 Basal VHC-1b  Si Probable - WT WT
Fallo Recidiva - WT -
Paciente 50 Basal VHC-1la  Si Recidiva 170V, 174S WT WT
Fallo 170V, 174S WT WT
Paciente 51 Basal VHC-1la  Si Recidiva 174S WT WT
Fallo 174S WT WT
Paciente 52 Basal VHC-1la  Si Recidiva WT WT WT
Fallo WT WT WT
Paciente 53 Basal VHC-1la  Si Recidiva - WT WT
Fallo - WT WT

Tabla 32: Resumen de los resultados con distribucion de SARs por paciente

Analisis filogenético de alineamientos concatenados:

Cuando se obtuvo una baja sefial filogenética por haber sé6lo una region
genética secuenciada, se secuenciaron los genes adicionales con caracter
retrospectivo. Como resultado, hubo mas de una region genética disponible
para ambos puntos de tiempo muestreados (basal y fallo) para todos los
pacientes, excepto en dos pacientes para los cuales la amplificacién no fue
exitosa para las regiones NS3 y NS5B, respectivamente (Id. pacientes 30 y 49).
Por lo tanto, si bien el arbol sugirié la ocurrencia de una recaida, esta evidencia

no fue concluyente, ya que los valores de bootstrap fueron <70%. Sin embargo,
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para uno de los dos pacientes, la reinfeccidbn no es muy probable ya que este
paciente se declaré infectado por una transfusion de sangre durante la infancia
y no muestra una conducta de riesgo persistente para adquirir una nueva

infeccién por el VHC.

Para todos los demd&s pacientes, se construyeron alineaciones
concatenadas. La inferencia filogenética utilizando los cuatro alineamientos
concatenados (NS3 - NS5A - NS5B, NS3 - NS5A, NS3 - NS5B y NS5A - NS5B)
mostré que 44 de los 51 pacientes habian sufrido una recaida viroldgica,
mientras que cinco (9,4%) se clasificaron como reinfectados con una cepa
diferente del VHC. Para tres de estos cinco pacientes (Id. pacientes 5, 14 y 36),
las secuencias al inicio del estudio (basal) y en el momento de la evaluacion
RVS12 (fallo) difirieron en el genotipo y/o subtipo de VHC. Los experimentos
de NGS descartaron la apariciéon de una infeccion mixta al inicio del estudio y
en el momento del fallo para los tres pacientes. Los otros dos pacientes (Id.
pacientes 1 y 18) se reinfectaron con el mismo subtipo de VHC, agrupandose
filogenéticamente en un clado diferente para los dos puntos de tiempo
muestreados, como se muestra en la siguiente pagina, en la figura 24, en el
arbol de los alineamientos concatenados de las regiones NS5A y NS5B,

obtenido mediante el método de maxima verosimilitud (ML).
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En la anterior figura (figura 24), se visualiza el arbol filogenético
completo obtenido (superior) como el clado VHC-1b en detalle (inferior). El
paciente 18, coloreado en verde, es un claro ejemplo de reinfeccidon con una
cepa diferente de VHC a pesar de tener el mismo subtipo ya que ambos virus,
el detectado en el momento basal como en el momento del fallo, se agrupan en
clados diferentes y alejados en el arbol, con un soporte de bootstrap del 100%
para la segregacion de los diferentes clados. Para el paciente 4, coloreado en
azul, ambas cepas se agrupan con un alto valor de bootstrap (100%), lo que
sugiere que este paciente experimentd una recaida viroldgica. Las réplicas de
bootstrap solo se visualizan para los pacientes que experimentaron una
recaida, todos indicados en azul. Los pacientes para los que sélo se incluye
una secuencia en esta parte del arbol (inferior), ya sea basal o del fallo, estan
coloreados en rojo. La secuencia del fallo y la basal para los pacientes 7 y 49,
respectivamente, se agrupan fuera del gran clado VHC-1b, lo que podria
deberse a un evento potencial de recombinacion. Sin embargo, los analisis
detallados con TreePuzzle y RDP4 para los 53 pacientes no confirmaron
ningun evento de recombinacion. El analisis en profundidad de Simplot para
estos dos pacientes (Id. 7 y 49) mostré6 que ambas cepas se clasificaron como
VHC-1a. A pesar de la ausencia de evidencia de recombinacion, no extrajimos
ninguna conclusioén con respecto a la ocurrencia de reinfeccion o recaida en el

paciente 7.

De los cinco pacientes que se definieron como reinfectados, tres se
identificaron como ADVP, uno como HSH y del otro se desconoce la posible via

de transmision. Tres de estos cinco pacientes estan coinfectados con VIH.

Para dos pacientes adicionales, no se pudieron extraer conclusiones por
diferentes motivos; bien, a pesar de la agrupacion cercana en el arbol de

ambas cepas, el valor de bootstrap resultd inferior al 70%; o bien, debido a una
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agrupacion no concluyente entre los clados VHC-1a y VHC-1b (Id. pacientes 6
y 7). Se muestra con mas detalle en la pagina siguiente, la figura 25., en la que
se ve el arbol de méxima verosimilitud obtenido con los alineamientos
concatenados de las regiones NS3 y NS5A,; tanto el arbol completo (superior)
como el clado VHC-4 [4a y 4d] (inferior). Sugiere que los grupos de pacientes
de color azul han experimentado una recidiva, respaldada por valores de
bootstrap >70%. Sin embargo, para el paciente 6, indicado en rojo, el valor fue
de 38, lo que resulta en una falta de evidencia para distinguir entre una recaida
y una reinfeccion. Para el paciente 39, ese fragmento NS3-NS5A aparece sélo

en el momento del fallo.
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Las conclusiones extraidas de los analisis filogenéticos no se vieron
influenciadas por la eliminacién de las posiciones asociadas a la resistencia al
farmaco en las alineaciones.

Resumen gréfico del estudio:
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DISCUSION
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El tratamiento de la hepatitis C crénica con AADs logra altas tasas de
curacion. El fallo virologico ocurre en menos del 5% de los pacientes tratados
con AADs. En numeros absolutos, se necesita una terapia de segunda linea
para lograr la erradicacion viral en un numero significativo de pacientes. Varias

4377 recomiendan en la nueva actualizacion del 2018, el uso de la

guias clinicas
combinacion de tres farmacos: sofosbuvir, velpatasvir y voxilaprevir para el

retratamiento.

Los datos preliminares sugieren gque el régimen puede seleccionarse de
acuerdo con las SARs detectadas contra los farmacos incluidos en el régimen
fallido’®. En nuestro estudio, mostramos que el retratamiento guiado por
resistencias junto con un informe interpretado alcanza tasas de eficacia
cercanas al 90% en pacientes que fracasaron a un régimen basado en
inhibidores de NS5A, que son los més dificiles de retratar. Ofrecemos
recomendaciones sobre la seleccién del régimen de retratamiento basado en
los hallazgos de resistencia detectados. Creemos que estas recomendaciones
pueden ser de interés en aquellas situaciones en las que Vosevi® (sofosbuvir /

velpatasvir / voxilaprevir) pueda no estar disponible.

Analizamos los fallos a regimenes basados en inhibidores de NS5A
encontrados en la cohorte GEHEP-004. Este es el estudio de cohortes més
grande realizado en Espafa y uno de los mas grandes estudios de cohortes
internacionales sobre fallos a AADs. A pesar de que GEHEP-004 no incluye
centros de todo el pais, la distribucién por genotipos que hemos analizado es
similar a la distribuciéon publicada por los estudios epidemiologicos de VHC
moleculares espafioles més recientes. De hecho, en el estudio GEHEP-005",
el estudio mas grande y mas reciente realizado en Espafia, la distribucion de
genotipos de VHC para los aflos 2000-2015 fue de 66,9% para genotipo 1
(24,9% 1la y 37,9% 1b), 17,3% para genotipo 3 y 11,4% para genotipo 4;
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mientras que en nuestro estudio, la distribucion ha sido del 58,0% para el
genotipo 1, 21,6% para genotipo el 3 y 14,7% para genotipo el 4. Esta
distribucion es consistente con los datos mas recientes publicados en

Europa’®®,

Varios estudios han analizado el desarrollo de SARs en pacientes que
fallan a tratamiento después de su primer régimen de ADDs*™®. En
concordancia con nuestro estudio, vemos que es habitual el desarrollo de
SARs en pacientes que fallan a tratamientos que contienen inhibidores de
NS5A, aunque las tasas de SARs fueron mas bajas en nuestro estudio que en

estos estudios referenciados. Junto con otros estudios recientes®384:86

, nuestro
estudio es uno de los primeros que muestra datos de resistencia, retratamiento
y eficacia en regimenes basados en NS5A de primera linea. La gran mayoria
de los pacientes de nuestra cohorte se volvieron a tratar con ribavirina y
durante un periodo mas prolongado (24 semanas) ya que los clinicos siguieron
las recomendaciones de las versiones anteriores de las pautas de tratamiento

de EASL disponibles en ese momento®”#®.

Realizamos un andlisis en profundidad de cémo los pacientes fueron
retratados para intentar orientar acerca de como utilizar los datos de resistencia
y crear unas recomendaciones de retratamiento en funcién de los resultados
obtenidos. Nos centramos en aquellos pacientes que no alcanzaron la RVS
después del segundo tratamiento con AADs, considerando datos como cirrosis,
coinfeccién por VIH y exposicién previa a IFN, al ser factores prondsticos

conocidos de baja respuesta a los regimenes de AADs convencionales.

En nuestra cohorte, los pacientes que fracasaron con un régimen
basado en LDV, DCV o PrO+DSV sin SARs en NS5A, NS3 6 NS5B, que fueron
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retratados con sofosbuvir + un inhibidor de NS5A + ribavirina durante 12/24
semanas, lograron altas tasas de RVS. Por lo tanto, el régimen de sofosbuvir +
inhibidor de NS5A + ribavirina podria recomendarse para el tratamiento de
pacientes que no presenten SARs. En el caso de tener disponibilidad a
velpatasvir, éste debe ser el inhibidor de NS5A del nuevo régimen de
retratamiento. Si no se tiene disponibilidad de acceso a velpatasvir, se podra
utilizar un inhibidor de NS5A convencional agregando ribavirina y extendiendo

la duracién a 24 semanas.

Para los pacientes que fracasaron con SARs sOlo en NS5A, se
consiguieron retratar con éxito la mayoria de los pacientes con genotipo distinto
al GT-3, con un régimen de SOF/PrOD/RBV. Los regimenes basados en
simeprevir con RBV y durante 24 semanas también fueron bastante efectivos,
aunque se encontraron tasas suboptimas de RVS en pacientes con uno o0 mas
factores de respuesta baja, especialmente en pacientes cirréticos; por lo que,
nuestra recomendacion es que se eviten, siempre que sea posible, los
regimenes basados en simeprevir, especialmente en pacientes con cirrosis. La
mayoria de los pacientes infectados con genotipo 3 se volvieron a tratar y se
curaron con un régimen basado en SOF + inhibidor NS5A + ribavirina durante
24 semanas o, un régimen de sofosbuvir mas dos o tres farmacos inhibidores
de distintas dianas, junto a ribavirina. Los enfermos en los que se detecte la
SAR Y93H en NS5A, deberian ser retratados con un régimen de sofosbuvir +
inhibidor NS5A + ribavirina durante 24 semanas. Como estas combinaciones
pueden ser menos éptimas si el paciente es cirrotico, también se recomienda
un régimen de sofosbuvir + 2 o 3 farmacos de distintas dianas + ribavirina, si es

posible.
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Finalmente, cuando se detectaron SARs tanto en NS5A como en NS3 en
el momento del fallo, los pacientes se curaron con un régimen de tres farmacos

basado en sofosbuvir, que también afiadia ribavirina.

Respecto a las limitaciones del estudio, debemos reconocer que tiene
varias limitaciones. En primer lugar, el estudio se ha realizado dentro de la
cohorte espafola GEHEP-004, por lo tanto, nuestros datos pueden no ser
representativos a nivel europeo. En segundo lugar, nuestro estudio puede no
tener el poder suficiente para permitir que nuestras conclusiones se extrapolan;
aunque hayamos incluido un gran numero de pacientes y tenemos
probablemente una de las cohortes mas grandes de fallos a tratamiento de la
hepatitis C con AADs, la gran variedad de genotipos, medicamentos, opciones
de duracion del tratamiento y el uso o no de ribavirina, conduce a un nimero
limitado de pacientes en cada subgrupo. Ademas, hay que sumar la creciente
aprobacion y disponibilidad de farmacos que se ha dado durante el periodo del
estudio, afiadido a la adaptacién de las recomendaciones de las guias clinicas
al respecto. En consecuencia, la poblacion del estudio es una poblacion muy
heterogénea que complica el andlisis. Por lo tanto, considerado que la
colaboracion entre los investigadores que estudian diferentes grupos de
resistencia puede ser necesaria para dar recomendaciones definitivas sobre la
guia de resistencia. Otra limitacion ha sido el método de interpretacion de las

SARs utilizado en nuestro estudio (Lontok et al.*®

), el cual, como hemos
mostrado en los resultados, puede haber omitido algunos hallazgos de
resistencia importantes no descritos en ese momento’. Por lo tanto, puede
haberse infravalorado la deteccion de SARs al haber analizado las mutaciones
en el momento de generar el informe de resistencias. Igual que recomienda la
EASL, consideramos que el retratamiento basado en los hallazgos de
resistencia debe realizarse en el contexto de un equipo multidisciplinar que
incluya virélogos con un conocimiento profundo del impacto de las SARs en la

version mas actualizada disponible asi como la participacion de clinicos con
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experiencia en el tratamiento y manejo de estos pacientes. Por dltimo, otra
limitacién del estudio es la referente a la reciente llegada de nuevas moléculas,
como la combinacion aprobada tras el periodo experimental de nuestro estudio,
y que por lo tanto no hemos considerado, sofosbuvir / velpatasvir / voxilaprevir
(Vosevi®), actualmente recomendada para el retratamiento de pacientes con un
fallo terapéutico anterior. La posibilidad de que ésta u otra combinacién que
pueda venir en un futuro tenga mejores resultados que las moléculas
consideradas en nuestro estudio puede hacer que los datos obtenidos queden

desactualizados.

En conclusion, hemos demostrado que los hallazgos de resistencia junto
con un informe interpretado permiten alcanzar tasas de RVS cercanas al 90%.
Creemos que nuestros datos pueden ser de especial relevancia para aquellos
paises donde todavia no se dispone de nuevas combinaciones de
medicamentos, como Vosevi®, y pueden permitir el tratamiento de pacientes a
un menor coste, evitando la interaccion entre medicamentos y preservando el
régimen de combinacion de tres medicamentos. Nuestra hipétesis es que las
tasas de RVS pueden incluso mejorarse si se discuten los datos de resistencia

entre los virdlogos experimentados y los clinicos que tratan.

A diferencia de la relacion entre determinadas SARs y su impacto en la
eficacia del (re)tratamiento en los pacientes que han fallado a una primera linea
de tratamiento, en el caso de las pruebas de resistencia basales (antes del
inicio del tratamiento del VHC con todos los regimenes orales de AADS) son
todavia un tema de debate, al menos para ciertos escenarios. Aungque existe un
consenso total de que no hay necesidad de realizar una prueba SARs basales
en pacientes infectados por los genotipos 1b y 4, las pautas de tratamiento

43,44

clinico todavia difieren en las recomendaciones para pacientes infectados

por los genotipos lay 3.

TESIS DOCTORAL — Ana Belén Pérez Jiménez 133



Caracterizacién viroldgica de los pacientes tratados frente al virus de la hepatitis C con antivirales
de accion directa libres de interferon que no consiguen respuesta viral sostenida

En nuestro estudio se observaron tasas de eficacia muy altas en un
inicio de tratamiento guiado por resistencias en todos los genotipos de VHC
mas prevalentes en Espafia. Curiosamente, las tasas mas bajas de RVS12 se
encontraron para el genotipo 4 (96%) y las mas altas para los pacientes
infectados con genotipo 3 (100%).

Los pacientes infectados por los genotipos 1b (15,9%) y genotipo 4
(13,6%) fueron los menos prevalentes en nuestra cohorte. De hecho, esta es
una de las limitaciones de nuestro estudio, ya que difiere de la prevalencia de
GT-1b y GT-4 descrita en Espafia y Europa’. Estos pacientes también se
encontraban en las fases iniciales de nuestro estudio, cuando el papel clinico
de las pruebas de resistencia basales no se limitaba a los genotipos 1ay 3. Sin
embargo, sOlo un paciente infectado por el genotipo 1b y dos pacientes
infectados por el genotipo 4 no lograron RVS12 en nuestra cohorte [RVS12 del
98,5% (65/66) y 96,0% (48/50), respectivamente].

Nuestro estudio también describe la prevalencia de SARs en NS5A en
genotipos de VHC en Espafia y confirma, como otros estudios anteriores®, que
el genotipo 1b alberga las tasas mas altas de prevalencia de SARs (28%). El
genotipo 4 fue el genotipo de VHC con la tasa méas baja de deteccién de SARs
clinicamente relevantes (3%). Es de destacar que estos datos pueden estar
sesgados por el hecho de que hayamos utilizado el consenso de Lontok de
2015 para la evaluacién de las SARs clinicamente significativas y, en ese

momento, el conocimiento sobre los SARs de GT-4 era mas escaso.

El genotipo 1a es el segundo genotipo en prevalencia en Espafia’®, pero
fue el mas frecuente en nuestra cohorte. Esto nos permitié generar datos muy
sélidos sobre la prevalencia de SARs clinicamente relevantes en los aislados

de VHC GT-la espafioles y la eficacia basal guiada por resistencia del
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tratamiento de primera linea de este genotipo. Dado que grazoprevir / elbasvir
fue aprobado para el tratamiento con GT-1a durante el periodo de estudio,
también pudimos generar datos interesantes sobre su uso en Espafa, y como
los médicos se adhirieron a las distintas guias clinicas. Equivalentemente a un
estudio anterior que describe la prevalencia de SARs en pacientes de ensayos
clinicos en Europa®, la prevalencia de SARs de interés clinico, en el genotipo
la fue baja en nuestra cohorte: s6lo 22 pacientes (9,9%) tuvieron alguna en
NS5A y 14 (6,3%) en NS3, segin el consenso de Lontok®. En cuanto a los
datos de ensayos clinicos®, curiosamente, en nuestra cohorte de vida real, el
namero de pacientes que albergan alguna SARs especifica para elbasvir fue
incluso menor (n=12; 5,4%). Estos hallazgos tuvieron un alto impacto en el uso
de grazoprevir / elbasvir, ya que nuestra cohorte, siguié principalmente las
pautas de AASLD en lugar de las de EASL. De hecho, mientras que el 75% de
los pacientes con genotipo la en nuestra cohorte tenian una carga viral
superior a 800.000 Ul/ml, s6lo el 27% de los pacientes que iniciaron
grazoprevir/elbasvir siguié un régimen de ribavirina de al menos 16 semanas.
La eficacia basal guiada por resistencias fue muy alta en nuestra cohorte de
genotipo la en la vida real: la RVS12 se logré en 101/104 pacientes (97,1%).
Los datos de vida real para la eficacia guiada por resistencias basales son

escasos. Cento et al®®

describieron un subconjunto de pacientes infectados con
genotipo la en la préactica clinica, en la que alcanzaron un indice de RVS del

100,0% con tratamiento guiado por SARs basales.

Otro genotipo con gran representacion en nuestra cohorte es el genotipo
3, con un 27,3%. Creemos que esto ha sido debido a la influencia de las guias
clinicas de la AASLD®, que recomiendan la deteccién de SARs basales en los
pacientes cirrgticos infectados por el genotipo 3, para decidir si es necesario
agregar ribavirina a la combinacion sofosbuvir/velpatasvir. Esta alta prevalencia
de pacientes con genotipo 3 en nuestra cohorte, nos ha permitido obtener

datos solidos sobre la prevalencia de SARs clinicamente relevantes asi como,
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la eficacia guiada por resistencias basales del tratamiento de primera linea en
los aislados de VHC genotipo 3 circulantes en Espafia. Nuevamente, igual que
en caso de las SARs de clase para NS5A y elbasvir en genotipo 1a, en el
genotipo 3, la prevalencia de SARs de clase para NS5A fue mayor (n = 27;
19%) que la de SARs especificas de velpatasvir. Curiosamente, solo en 9
pacientes (6%) se detectd la SAR Y93H en la muestra basal (previa a
tratamiento), con un aumento del 15% en los pacientes cirréticos con GT3.
Estos nimeros son ligeramente mas altos que los publicados en otros estudios
en Espafia®® y Europa®. También encontramos que otros 9 pacientes
presentaron cambios A30KS en NS5A. Estos cambios, especialmente A30K,
tienen un alto impacto en la eficacia de glecaprevir/pibrentasvir’***. De hecho,

4951 recomiendan una duracion de

las directrices espafiolas mas recientes
glecaprevir/pibrentasvir de 12 semanas si estas variantes estan presentes
basalmente en VHC genotipo 3. Como en el estudio de Cento et al®}, en
nuestra cohorte se ha observado un 100,0% de eficacia guiada por resistencias
basales en este genotipo 3 en vida real, es decir, se alcanz6é RVS12 en los 55
pacientes que llegaron a ese punto de evaluacion, incluso en aquellos

pacientes cirréticos (21/53; 39,6%).

Ademas de las limitaciones ya descritas, hemos detectado algunas
otras: en primer lugar, el disefio del estudio, que es un solo brazo sin un brazo
comparativo que carezca de informacion de resistencia. En segundo lugar, no
todos los pacientes que se sometieron a una prueba de resistencia basal
iniciaron finalmente tratamiento; sin embargo, como las restricciones para
priorizar el tratamiento para pacientes con F3-F4 estuvieron disponibles
durante la mayor parte del periodo del estudio, creemos que los pacientes
menos favorables son los que se han incluido aqui. Finalmente, y lo mas
importante, es que incluso presentando aqui una de las cohortes de vida real
mMas numerosas que abordan el impacto del tratamiento guiado por resistencias

en pacientes no tratados previamente, creemos que el nUmero de pacientes
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incluidos para cada genotipo puede ser demasiado pequefio para extraer
conclusiones definitivas y que para ello, seria necesaria la colaboracién con

otras cohortes de vida real internacionales.

Si observamos los resultados obtenidos en la subcohorte estudiada con
muestras en paralelo y mediante el empleo de métodos filogenéticos para la
discriminacion entre recidiva y reinfeccion, vemos que la tasa relativamente alta
de fracaso de la terapia se puede atribuir al uso de regimenes inferiores
durante las primeras etapas de los AADs en 2014, y debido a la determinacion
incorrecta de genotipos de VHC mediante ensayos comerciales, o que puede

resultar en la eleccion de un posible régimen subdptimo.

Las tasas de reinfeccidbn en situaciones de la vida real pueden ser
subestimadas, especialmente cuando el paciente se reinfecta con el mismo
subtipo. Con este estudio informamos como se necesita un analisis filogenético
detallado para discriminar la reinfeccion intrasubtipo de la recidiva. Este trabajo
demuestra la importancia de la secuenciacion genética, no sélo para definir el
(re)tratamiento mas apropiado, siné también para realizar la filogenia necesaria
para determinar el genotipo y subtipo del VHC correcto con el que esta

infectado un paciente y para distinguir entre la recidiva y la reinfeccion.

Los genes concatenados se utilizaron para distinguir entre la recidiva y la
reinfeccién, sin embargo, para dos pacientes no se pudo extraer ninguna
conclusién debido, bien a la obtencion de un valor de bootstrap <70% del
respectivo clado o, por agrupacion inconsistente entre diferentes subtipos de

VHC, respectivamente.
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Para el resto de los enfermos, la mayoria tuvo una recidiva viral
(44/49). Estos pacientes son dianas (elegibles) para el retratamiento. Hasta
hace poco, se recomendaba elegir el régimen AADs en funcion de la presencia
de SARs naturales o emergentes*®’"%. Desde la aprobacién de las nuevas
combinaciones que consisten en sofosbuvir, velpatasvir y voxilaprevir, y
glecaprevir y pibrentasvir, las pautas de AASLD y EASL ya no recomiendan
rutinariamente las pruebas de SARs en caso de fracaso. Ademas, en la era de
las verdaderas combinaciones pangenotipicas, el interés de determinar el
genotipo del VHC basal esta disminuyendo a medida que el régimen prescrito
ya no depende de él. Nuestra hipotesis es que en los paises desarrollados
donde los regimenes de primera linea consistirdn en las combinaciones de

terapias mas nuevas, el genotipado inicial se considerara obsoleto.

Se encontr6 que casi el 10% de los pacientes (5/53) estaban
reinfectados con una cepa diferente del VHC; dos de los cuales (40% de las
reinfecciones 06 el 3,8% de todos los pacientes) podrian no haberse detectado
de no ser por el analisis filogenético ya que, las secuencias del momento previo
al inicio de tratamiento y del momento del fallo coincidian en el mismo subtipo
de VHC. El andlisis filogenético confirmé la reinfeccidén en tres pacientes con
genotipo o subtipo discordante. Tres de estos cinco pacientes reinfectados eran
o habian sido ADVP, mientras que otro tenia como factor de riesgo, ser HSH.
Del quinto paciente no se conocia ninguna via de transmision. Ademas, se
sabia que tres de ellos estaban coinfectados con el VIH. Se ha descrito que
determinados materiales, practicas y artilugios utilizados durante, antes o

|96

después de la actividad sexual™, el comportamiento sexual de alto riesgo en

general® ®, asi como el uso de drogas®'®

, podrian estar asociados a un
mayor riesgo de transmision de VHC, mostrando un papel potencial de
comportamiento de riesgo multifactorial en lugar de transmision a través de una

via dominante.
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La principal limitacion de este estudio ha sido que no fue disefiado
especificamente para evaluar las tasas de reinfeccién, sin6 que el objetivo
principal de la cohorte GEHEP-004 era evaluar la aparicion de SARs en el fallo
virolégico. Ademas, la seleccion de 53 pacientes de una cohorte de unos 450,
puede haber introducido un sesgo en el analisis basado en la poblacién; sin
embargo, éstos fueron los Unicos pacientes para los cuales se disponia de
muestras en los dos puntos temporales (basales y fallo) en el momento en que
se planteé realizarlo. Dado que se trataba de un grupo aleatorio de 53
pacientes, las caracteristicas generales no diferian en gran medida de los del
resto de la cohorte. La informacion completa sobre el riesgo de transmisién no
esta disponible para el resto de pacientes de la cohorte, lo que no nos permite
evaluar el alcance de este posible sesgo. Ademas, se observo que una gran
parte de la poblacion del estudio (>60%) estaba coinfectada con VIH, que es
mucho mas alta que la informada para la poblacién infectada con VHC en
general en Espafia’®. Sin embargo, creemos que estas limitaciones no tuvieron
un gran impacto en nuestra conclusion principal, apoyando el valor agregado

de la filogenia para descartar la reinfeccion intrasubtipo.

Varios genes del genoma del VHC han sido sometidos a analisis
filogenéticos, con los genes de la envoltura E1 y E2 dominando el panorama

del estudio®t1%?

, mas particularmente la regién 1 hipervariable, ya que esta
regién se caracteriza por una alta tasa de evolucién'®. Sin embargo, en el
contexto del seguimiento del tratamiento, estos genes no se secuencian de
forma rutinaria, a diferencia de las proteinas NS3, NS5A y NS5B. A pesar del
beneficio de una sefial filogenética mas alta, el valor agregado del uso de
secuencias geneéticas virales obtenidas en la practica clinica supera el uso de
un gen con mayor filogenia, como E2, al menos en el contexto de nuestro

estudio. Ademas, estudios recientes tienden a usar con mas frecuencia los
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genes NS3, NS5A y / o NS5B con fines filogenéticos, aunque estan asociados

a un menor grado de variabilidad genética'®**%.

Se necesitan regiones mas largas, como los genomas de longitud
completa, para obtener filogenias mas robustas, ya que la mayoria de las veces

101,102,104 cyando se

este enfoque mejora mucho la sefal filogenética
concatenan multiples genes, se ha propuesto combinar regiones caracterizadas
por una tasa evolutiva diferente para aumentar la capacidad de identificar
cadenas de transmisiéon’®®, mientras que otras subrayan que no existe un gen
definitivo para realizar analisis evolutivos de virus genéticamente diversos®’.
Afortunadamente, dado que el VHC rara vez se recombina'®, al menos
estudiado a nivel intergenotipo o intersubtipo, los analisis exhaustivos que
utilizan mualtiples genes aun deben tener una representatividad de todo el
genoma. En nuestro conjunto de datos, no vimos recombinacion, ni inter- ni

intragenotipo ni subtipo.

Menos del 70% de las asignaciones de genotipos de VHC por ensayos
comerciales parecian ser consistentes con herramientas de subtipo bien
conocidas y andlisis filogenético. A pesar de que la mayoria de las
discrepancias por ensayos comerciales se debieron a una asignacién
incompleta en el nivel de subtipo, hubieron seis muestras basales (11,3%) que
se clasificaron erroneamente a nivel de genotipo y/o de subtipo, lo que podria
haber dado lugar a la eleccion de un régimen menos eficaz de AADs; afiadido a
gue estos pacientes fueron tratados entre 2014 y 2016, con regimenes algo
menos eficaces que los disponibles recientemente. Se sabe que los ensayos
comerciales no son confiables en el caso de infecciones mixtas o eventos de
recombinacién, ya que solo se dirigen a una regién limitada del genoma del
VHC. Las inconsistencias entre los ensayos comerciales y la secuenciacion

genética seguidas de la filogenia como herramienta de genotipado del VHC
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también se han descrito en ausencia de recombinacion, que oscilan alrededor
del 10% de las clasificaciones erréneas del geno/subtipado®**>1%°. Este estudio
confirma el valor agregado de la secuenciacibn genética junto con (0
potencialmente en lugar de) el uso de ensayos comerciales en la evaluacion de
los genotipos del VHC, asi como para adquirir informacién adicional sobre la
presencia de SARs que han demostrado reducir la susceptibilidad a ciertos
antivirales''®. En particular, la NGS se realiz6 en las muestras de ambos puntos
temporales de los pacientes identificados como reinfectados, para descartar la
presencia de una infeccion mixta, ya que los estudios en la era pre-AADs han
demostrado que la apariciébn de nuevas cepas virales tras el fallo de la terapia
es, a menudo, asociado con el predominio emergente de variantes minoritarias

preexistentes en lugar de una reinfeccion real**.

La observacion de que una gran parte de las infecciones se asigné a
GT1 (66,0%) concuerda con un gran estudio espafol sobre la prevalencia y
distribucién del genotipo del VHC®. Sin embargo, en nuestro estudio, una
mayor proporcion de casos se infecté con VHC-1a y VHC-4 en comparacion
con los de esta cohorte nacional; posiblemente debido a la diferencia en las
caracteristicas de la poblacién, ya que nuestro estudio tiene una mayor
proporcién de pacientes coinfectados con VIH/VHC ( 60,4% frente a 19,1%).
Para estos pacientes, tanto la adiccion a drogas por via parenteral como la
transmision sexual, se han definido como las principales vias de transmision,
para las cuales se informé una mayor proporcién de infecciones por VHC-1a y
VHC-4, en comparacién con la poblacién general'®. Especialmente, el VHC-1a
se observa con mayor frecuencia entre los ADVP infectados por el VHC!?. Se
inform6 que la mayoria de los pacientes en este estudio estaban infectados a
través de esta via de transmision, de acuerdo con un aumento de la epidemia
de VHC dominada por ADVP, como fue descrita anteriormente™*®. Todos los
pacientes para los cuales se desconocia la ruta de transmision, se identificaron

como monoinfectados por el VHC, lo que destaca el valor agregado de capturar
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informacion sobre la via potencial de transmisién, como se hizo en la atencion
clinica del VIH.

En esta cohorte de pacientes tratados sin éxito, la mayoria experimento
un verdadero fallo a AADs (recidiva). Como aproximadamente la mitad de los
reinfectados mostraron el mismo subtipo en el momento del fallo que en la
muestra basal, cabe destacar la necesidad de un andlisis filogenético, no sélo
para determinar el genotipo correcto del VHC, siné también para distinguir
entre la recidiva y reinfeccion. Dado que el 11,3% de los genotipos se
clasificaron incorrectamente mediante ensayos comerciales y que el 3,8% tuvo
una reinfeccion del mismo subtipo detectable sélo por filogenia, la probabilidad
de clasificar erroneamente una reinfeccion como un fallo podria ascender

entorno al 15%.
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Las conclusiones de este trabajo han sido las siguientes:

= EI retratamiento guiado por resistencias junto con un informe
interpretado, alcanza tasas de eficacia cercanas al 90% en pacientes
que fracasaron a un régimen basado en inhibidores de NS5A, que son
los mas dificiles de retratar.

» Las recomendaciones sobre la seleccion del régimen de retratamiento
basado en los hallazgos de resistencia detectados pueden ser de interés
en aquellas situaciones en las que Vosevi® (sofosbuvir / velpatasvir /
voxilaprevir) pueda no estar disponible.

= EI régimen de sofosbuvir + inhibidor de NS5A + ribavirina podria
recomendarse para el tratamiento de pacientes que no presenten SARS.
En el caso de tener disponibilidad a velpatasvir, éste debe ser el
inhibidor de NS5A del nuevo régimen de retratamiento.

» Para los pacientes que fracasaron con SARs soOlo en NS5A, se
consiguieron retratar con éxito la mayoria de los pacientes con genotipo
distinto al GT-3, con un régimen de SOF/PrOD/RBV. Para GT-3, un
régimen basado en SOF + inhibidor NS5A + ribavirina durante 24
semanas 0, un régimen de sofosbuvir mas dos o tres farmacos
inhibidores de distintas dianas junto a ribavirina, han mostrado una
excelente eficacia.

» Cuando se detectaron SARs tanto en NS5A como en NS3 en el
momento del fallo, los pacientes se curaron con un régimen de tres
farmacos basado en sofosbuvir, que también afiadia ribavirina.

» En nuestro estudio de deteccion de resistencias basales, se observaron
tasas de eficacia muy altas en un inicio de tratamiento guiado por
resistencias en todos los genotipos de VHC mas prevalentes en Espafia.

*» Incluso presentando aqui una de las cohortes de vida real mas
numerosas que abordan el impacto del tratamiento guiado por

resistencias en pacientes no tratados previamente, creemos que el
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namero de pacientes incluidos para cada genotipo puede ser demasiado
pequefio para extraer conclusiones definitivas y que para ello, seria
necesaria la colaboracion con otras cohortes de vida real
internacionales.

» Respecto al estudio de muestras en paralelo, se demostrd6 que la
mayoria experimentaron verdaderas recidivas y que, aproximadamente
la mitad de los reinfectados, mostraron el mismo subtipo en el momento
del fallo que en la muestra basal.

= Por dltimo, cabe destacar la necesidad de un analisis filogenético, no
s6lo para determinar el genotipo correcto del VHC, sino también para

distinguir entre recidiva y reinfeccion.
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ANEXO-II- CONSENTIMIENTO POR ESCRITO DEL PACIENTE

Titulo del estudio: Caracterizacién Virologica de los pacientes que no consiguen Respuesta
Viral Sostenida a tratamiento con Antivirales de Accion Directa frente al Virus de la Hepatitis C
libres de interferdn.

YO, (NOMBIE Y APEIIAOS) .oeeiieriieieiiiieiie ettt ettt e e st e e e e s aab b e e e s aabreae e

He leido la hoja de informacién que se me ha entregado.

He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He recibido suficiente informacién sobre el estudio.

[ (SR gz o] E=To [o T oZo Y a H=1 I 0L TR

Comprendo que mi participacion es voluntaria.

Comprendo que puedo retirarme del estudio:

1. Cuando quiera
2. Sin tener que dar explicaciones

3. Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio

Las muestras obtenidas en este estudio solo seran utilizadas para los fines especificos

del mismo.
Fecha Firma del paciente
Fecha Firma del Investigador y DNI
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HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE (H.I.P.)

Estimado Sr.:

Mediante este documento pretendemos proporcionarle la informacion necesaria
para que comprenda por qué le pedimos su consentimiento para participar en
el estudio “Caracterizacion Viroldgica de los pacientes que no consiguen
Respuesta Viral Sostenida a tratamiento con Antivirales de Accién Directa
frente al Virus de la Hepatitis C libres de interferon”.

El estudio pretende aportar informacién virolégica sobre cémo se pueden volver
a tratar los pacientes que, como usted, no han conseguido la curaciéon de su
hepatitis C, después de haberse tratado con los nuevos farmacos antivirales de
accion directa.

Para ello, en la muestra que le han extraido para saber si usted sigue teniendo
el virus en sangre (tubo de EDTA o suero de 5-7 ml), vamos a investigar si el
virus que le infecta se ha hecho resistente a los farmacos que ha tomado, y de
esa manera saber cual es la mejor combinacion que se le puede ofrecer para el
retratamiento, y asi disponer de mayores posibilidades de éxito para conseguir
que usted se cure de su hepatitis C. La muestra que utilizaremos para este
analisis no se va a utilizar para ningun otro propésito. Los datos relativos al
virus que aislemos, y sus datos personales (edad, sexo, y otros datos de
salud), se trataran de acuerdo a la confidencialidad y seguridad que exige la
Ley Organica de Proteccion de Datos (LOPD, Ley 15/1999 de Proteccion de
Datos de Caracter Personal), y su identidad no ser& revelada a persona alguna
salvo para cumplir con los fines del estudio, y en el caso de urgencia médica o
requerimiento legal. Cualquier informacién de caracter personal que pueda ser
identificable sera conservada y procesada por medios informaticos en
condiciones de seguridad. El acceso a dicha informacion quedara restringido al
personal autorizado que estara obligado a mantener la confidencialidad de la
informacion. Los resultados del estudio podran ser comunicados a las
autoridades sanitarias y, eventualmente, a la comunidad cientifica a través de
congresos y/o publicaciones.

De acuerdo con la ley vigente, tiene usted derecho al acceso de sus datos
personales; asimismo, y si esta justificado, tiene derecho a su rectificacién y
cancelacién. Si asi lo desea, debera solicitarlo al médico que le atiende en este
estudio.

TESIS DOCTORAL — Ana Belén Pérez Jiménez 168



Caracterizacién viroldgica de los pacientes tratados frente al virus de la hepatitis C con antivirales
de accion directa libres de interferon que no consiguen respuesta viral sostenida

ANEXO —lIl: VOLANTE DE PETICION DE ESTUDIO DE RESISTENCIAS

HOSPITAL PETICIONARIO: FECHA:
FACULTATIVO PETICIONARIO:
(e-mail de contacto):

DATOS DE FILIACION DEL PACIENTE (etiqueta):

NOMBRE DEL PACIENTE: NUHSA/N® HC:
FECHA NACIMIENTO: SEXO:
MOTIVO DE SOLICITUD: ID. MUESTRA

Resistencias basales (Sin tratamiento previo con AADl:l

Resistencias tras fallo a tratamiento........................., |:|
(en este caso, marcar el régimen que proceda):

Sofosbuvir/Simeprevir Ribavirina DURACION (semanas):
Sofosbuvir/Daclatasvir Ribavirina | | e
Sofosbuvir/Ledipasvir Ribavirina

[ ] Fallo Intra-tratamiento
Paritaprevir/OmbitasvirtDasabuvir Ribavirina

(sem.):.....ceeenenne.

Sofoshbuvir/Velpatasvir Ribavirina
Grazoprevir/Elbasvir Ribavirina [ Fallo Post-tratamiento

Otro (indicar cual):

TRATAMIENTOS PREVIOS: ...

MOMENTO DE LA TOMA DE MUESTRA: [] Basal
1 Fallo (semana): .........

GENOTIPO EN ORIGEN:

(sem.)i.cceinnnnnn.

METODO COMERCIAL DE GENOTIPADO UTILIZADO EN EL LABORATORIO DE ORIGEN:

Innolipa
E Abbott Real Time

Roche
Otro (indicar cual):

CARGA VIRAL DE LA MUESTRA Y FECHA:

Direccion de Envio: Hospital Campus de la Salud (PTS)

Laboratorio de Microbiologia Molecular (Servicio de Microbiologia). Planta 1

Av. Del Conocimiento s/n, 18016 — Granada

Enviar 2 ml de Plasma o Suero congelado, o un tubo de 10 ml de sangre-EDTA refrigerada, sin
congelar, siempre que se asegure la recepcion en el laboratorio en menos de 24 horas.

Se ruega cumplimentar una solicitud por muestra enviada.
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