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Resumen

La infeccidn por el Virus de la Hepatitis C (VHC) es un problema grave de salud
publica mundial, que actualmente afecta a mas de 71 millones de personas en todo el
mundo, y que lidera una significativa morbilidad y mortalidad. Desde la aprobacién de
los nuevos antivirales de accion directa (AADs), el paradigma de la infeccién por VHC
ha cambiado. Los regimenes con AADs son ahora el nuevo estandar de tratamiento
frente al VHC con tasas de respuesta virologica sostenida (RVS) de mas del 90%, de
corta duracion y sin apenas efectos adversos asociados. Sin embargo, en un primer
momento, sus elevados costes supusieron una limitacién para ofrecer un tratamiento
global a los pacientes con infeccidon por VHC. Esta situacidon fue resuelta en mayo de
2015 cuando el Sistema Nacional de Salud (SNS) espafiol publicé el Plan Estratégico
para el Abordaje de la Hepatitis C (PEAHC) que establecia los criterios para la

priorizacion del tratamiento con los nuevos AADs.

A pesar de las altas tasas de curacion asociadas a los nuevos AADs superiores al
90%, existe todavia una proporcion de pacientes entre un 2-10% que no alcanza una
RVS. Entre las diferentes causas asociadas a esta falta de respuesta estan numerosos
factores como el grado de fibrosis hepatica, la exposicidn previa a terapias con IFN, la
carga viral, el genotipo viral o la presencia de mutaciones de resistencia (RASs) en
regiones del genoma viral que son las dianas terapéuticas de los AADs (como NS5A).
Ademas, las RASs generalmente se asocian a fracaso terapéutico cuando su presencia
se combina con algunos de los demas factores relacionados con menores tasas de RVS.
Todos estos factores han de tenerse en cuenta para optimizar la eleccién de

tratamiento y su duracion, con el fin de asegurar la mejor respuesta posible.

En este contexto, los objetivos de este trabajo fueron, en primer lugar,
caracterizar el perfil de la infeccion crénica por VHC en el area sanitaria de A Coruiia, y
evaluar el impacto del PEAHC en el abordaje del tratamiento de la infeccidén en esta
poblacién. En segundo lugar, los objetivos fueron evaluar la prevalencia de RASs

basales en NS5A en pacientes con genotipo 1a (Gla) y genotipo 3 (G3), y evaluar los



beneficios de la realizacidon de un estudio de resistencias para optimizar las estrategias

terapéuticas disponibles.

Los resultados obtenidos en el primer estudio, sefialaron que el perfil de la
infeccion crénica por VHC en el area sanitaria de A Coruia se caracterizaba por una
prevalencia mayoritaria en varones (76,2%) con una media de edad de 50 * 9,5 afios,
donde la cirrosis hepatica (28,7%) y la co-infeccién por VIH (60,9%) fueron frecuentes.
A nivel viroldgico, el virus presentd cargas virales elevadas y el genotipo mayoritario
fue el 1 (66,1%), subtipo 1a (41,5%), seguido del G3 (16,8%). Durante el afio 2015 el
52,7% de los pacientes iniciaron tratamiento con una tasa de RVS global superior al
96%. No se observaron diferencias significativas entre esta RVS y factores relacionados
con peor respuesta al tratamiento como cirrosis, co-infeccién por VIH, genotipo viral, o
exposicidn previa a tratamiento. De los pacientes que iniciaron tratamiento el 72,9%
fueron reconocidos como prioritarios para el tratamiento frente al VHC de acuerdo al
PEAHC (=F2, trasplantados o con manifestaciones extrahepaticas), indicando que el
PEAHC ha sido critico para el avance en la cura frente al VHC en el area sanitaria de A

Coruna.

Los resultados obtenidos en el segundo estudio, describieron en el area
sanitaria de A Corufia una baja prevalencia de RASs en la region NS5A en pacientes con
Gla y G3 (5,5% versus 0,0%) asi como una alta proporcién de pacientes con factores
asociados a menores tasas de RVS (78,9% para Glay 75,8% para G3). En consecuencia,
las tasas de pacientes que combinaban estos factores con la presencia de RASs fueron
bajas, por lo que en la gran mayoria de los pacientes (Gla mas del 94% y G3 el 100%)
el tratamiento podria optimizarse. Es decir, todos ellos podrian ser tratados con
regimenes estandar de 12 semanas sin ribavirina (RBV). De esta forma se concluyé que
el estudio de resistencias en determinadas poblaciones podria ser util para optimizar
las estrategias de tratamiento, lo que conlleva ademads un ahorro en los costes de las

terapias para el SNS y una reduccidn de los efectos adversos asociados al uso de RBV.



Resumo

A infeccidn polo Virus da Hepatite C (VHC) é un problema grave de saude
publica mundial, que actualmente afecta a mais de 71 millons de persoas en todo o
mundo, e que lidera unha significativa morbilidade e mortalidade. Desde a aprobacién
dos novos antivirais de accion directa (AADs), o paradigma da infeccién por VHC
cambiou. Os réximes con AADs son agora o novo estandar de tratamento frente 6 VHC
con tasas de resposta viroldxica sostida (RVS) de mais do 90%, de curta duracion e sen
apenas efectos adversos asociados. Sen embargo, nun primeiro momento, os seus
elevados custos supuxeron unha limitacion para ofrecer un tratamento global 6és
pacientes con infeccion por VHC. Esta situacion foi resolta en maio de 2015 cando o
Sistema Nacional de Saude (SNS) espaiol publicou un Plan Estratéxico para a Abordaxe
da Hepatite C (PEAHC) que establecia os criterios para a priorizacién do tratamento cos

novos AADs.

A pesar das altas taxas de curacion asociadas ds novos AADs superiores 6 90%,
existe todavia unha proporciéon de pacientes entre un 2-10% que non alcanza unha
RVS. Entre as diferentes causas asociadas a esta falta de resposta estan numerosos
factores como o grao de fibrose hepatica, a carga viral, o xenotipo viral ou a presenza
de mutacidons de resistencia (RASs) en rexions do xenoma viral que son as dianas
terapéuticas dos AADs (como NS5A). Ademais, as RASs xeralmente asdcianse a fracaso
terapéutico cando a sua presenza combinase con alglins dos demais factores
relacionados con menores taxas de RVS. Todos estos factores han de terse en conta
para optimizar a eleccién do tratamento e a sua duracién, co fin de garantir a mellor

resposta posible.

Neste contexto, os obxectivos desde traballo foron, en primero lugar,
caracterizar o perfil da infeccidn crénica por VHC na area sanitaria de A Coruia, e
avaliar o impacto do PEAHC na abordaxe do tratamento da infeccién nesta poboacion.
En segundo lugar, os obxectivos foron avaliar a prevalencia de RASs basais en NS5A en
pacientes con xenotipo 1a (X1a) e xenotipo 3 (X3), e avaliar os beneficios da realizacién

dun estudo de resistencias para optimizar as estratexias terapéuticas dispoiiibles.



Os resultados obtidos no primeiro estudo, sinalaron que o perfil da infeccion
cronica por VHC na drea sanitaria da Corufia caracterizabase por unha prevalencia
maioritaria en vardns (76,2%) cunha media de idade de 50 + 9,5 anos, donde a cirrose
hepatica (28,7%) e a co-infeccién polo Virus da Inmunodeficiencia Humana (VIH)
(60,9%) foron frecuentes. A nivel viroldxico, o virus presentou cargas virales elevadas e
o xenotipo maioritario foi o 1 (66,1%), X1a (41,5%), seguido do X3 (16,8%). Durante o
ano 2015 o 52,7% dos pacientes iniciaron tratamento cunha taxa de RVS global
superior 6 96%. Non se observaron diferencias significativas entre esta RVS e factores
relacionados con peor resposta 6 tratamento como a cirrose, co-infeccién por VIH,
xenotipo viral, ou exposicion previa a tratamento. Dos pacientes que iniciaron
tratamento o 72,9% foron recofiecidos como prioritarios para o tratamento fronte 6
VHC de acordo 6 PEAHC (>F2, trasplantados o con manifestaciéns extrahepaticas),
indicando que o PEAHC foi critico para o avance da cura fronte 6 VHC na area sanitaria

da Coruna.

Os resultados obtidos no segundo estudo, describiron na area sanitaria da
Corufia unha baixa prevalencia de RASs na rexién NS5A en pacientes con X1la e X3
(5,5% versus 0,0%) asi como unha alta proporcion de pacientes con factores asociados
a menores taxas de RVS (78,9% para Xla e 75,8% para X3). En consecuencia, as taxas
de pacientes que combinaban estos factores coa presenza de RASs foron baixas, polo
que na gran maioria dos pacientes (X1a mais do 94% e X3 o 100%) o tratamento
poderia optimizarse. E dicir, todos eles poderian ser tratados con réximes estandar de
12 semanas sen ribavirina (RBV). Desta forma concluiuse que o estudo de resistencias
en determinadas poboacions poderia ser util para optimizar as estratexias de
tratamento, o que conleva ademais un aforro nos custos das terapias para o SNS e

unha reduccidon dos efectos adversos asociados 6 uso da RBV.



Summary

Hepatitis C Virus (HCV) infection is an important healthcare problem affecting
more than 71 million people worldwide, and can lead to significant morbidity and
mortality. Since the approval of Direct Acting Antiviral agents (DAAs), the face of HCV
infection has dramatically changed. DAAs combinations are the new standard of
treatment for HCV with high sustained virological response (SVR) rates of more than
90%, with a short duration and almost without adverse events. Nevertheless, in the
first stages, the high price of these medications has limited the spread of a global
treatment to HCV infected patients. This situation was resolved in May 2015 when the
Spanish National Health Service published a Strategic Plan that established the criteria

for the priorization of new DAAs treatments.

Despite the high cure rates associated with new DAAs greater than 90%, there
are still a proportion of patients that range between 2-10% who do not reach SVR.
Among the different causes associated with the lack of response there are several
factors such as the degree of liver fibrosis, prior IFN-based therapy, viral load, viral
genotype or the presence of resistant mutations (RASs) located in viral genome regions
which are therapeutic targets of DAAs (like NS5A). Indeed, RASs are usually associated
with therapeutic failure when they appear together with other factors related to lower
rates of SVR. All of these factors must be taken into account to optimize treatment

choice and treatment duration, in order to ensure the best patient response.

In this context, the objectives of this study were, at first, to characterize the
chronic HCV infection profile in the healthcare area of A Corufia, and to evaluate the
impact of the Spanish Strategic Plan in the treatment of this population. Secondly, the
objectives were to assess the prevalence of baseline RASs in NS5A in patients with
genotypes 1a (Gla) and 3 (G3), and to evaluate the benefits of performing a resistance

study in order to optimize the current therapeutic strategies.

The results obtained in the first study, indicated that the profile of chronic HCV
infection in the healthcare area of A Coruna was characterized by a major prevalence

of males (76,2%) with a median age of 50 + 9.5 years, where liver cirrhosis (28.7%) and



Human Immunodeficiency Virus (HIV) co-infection (60.9%) were frequent. At
virological level, the virus presented high viral loads and the major genotype was 1
(66.1%), subtype 1a 41.5%, followed by G3 (16.8%). During 2015 the 52.7% of patients
started treatment with an overall SVR rate higher than 96%. We did not observed
significant differences between the SVR and other factors related to worse treatment
response such as cirrhosis, HIV co-infection, viral genotype, or prior exposure to
treatment. Of patients who initiated treatment, the 72.9% were recognized as priority
according to the Spanish Strategic Plan (>F2, transplanted or with extrahepatic
manifestations), indicating that this Plan has been critical for the advance in the cure

against HCV in the healthcare area of A Coruiia.

The results obtained in the second study, described in the healthcare area of A
Coruia a low prevalence of RASs in NS5A region in patients with Gla and G3 (5.5%
versus 0.0%) as well as a high proportion of patients with other factors related to lower
SVR rates (78.9% for G1la and 75.8% for G3). As a result, the rates of patients harboring
NS5A RASs in combination with the other factors were low, so in the vast majority of
patients (G1la more than 94% and G3 100%) treatment could be optimized. Hence, all
of them could be treated with standard treatments of 12 weeks without ribavirin
(RBV). In conclusion, resistance studies in specific HCV-infected populations might be
useful to optimize current NS5A-based therapies, so it might afford costs to the
healthcare systems and it also might avoid the adverse effects related to the use of

RBV.
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1. Caracteristicas del Virus de la Hepatitis C (VHC)

1.1. Estructura molecular del VHC

El Virus de la Hepatitis C (VHC) es la principal causa de las enfermedades
hepaticas en todo el mundo. El virus fue originalmente reconocido por Feinstone y
colaboradores a mediados de la década de los 70, cuando describieron que la mayoria
de los casos de hepatitis asociadas a transfusiones no estaban asociadas al virus de la
hepatitis A (VHA) ni al virus de la hepatitis B (VHB), por lo que éste fue denominado
como el principal agente causal de las hepatitis conocidas como no A-, no B (NANB) .

En 1989, Houghton y colaboradores identificaron y caracterizaron el VHC 23,

Glucoproteinasdela

E Itali i
envueltaEly E2 nvuelta lipoproteica

Genomaviral

Nucleocapside
(proteinasdel core)

Figura 1. Estructura del virién del VHC.

El VHC es un virus hepatotropo miembro del género Hepacivirus y que
pertenece a los virus de la familia Flaviridae *. Los viriones del VHC son particulas
pequefias, con forma esférica, de unos 50-60 nandmetros (nm) de didmetro.
Estructuralmente (Figura 1) el VHC es un virus con envuelta. Esta envuelta contiene

dos glucoproteinas virales E1 y E2 implicadas en la entrada del virus en las células
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huésped. En su interior, una nuclecapside icosaédrica formada por multiples copias de

la proteina del core alberga el genoma viral.

El genoma del VHC esta formado por una Unica cadena monocatenaria de acido
ribonucleico (ARN) de polaridad positiva de aproximadamente 9.600 nucledtidos (nt)
de longitud. Presenta un Unico marco de lectura abierto (open reading frame, ORF)
gue codifica para una Unica poliproteina precursora de unos 3.000 aminoacidos (aa).
La region de ARN codificante estd flanqueada por dos zonas no codificantes
(untranslated region, UTR), que resultan clave para el proceso de replicaciéon. La regién
5'-UTR se encuentra altamente conservada y actua como lugar de entrada del
ribosoma (Internal Ribosome Entry Sites, IRES) desde el cual se puede iniciar la sintesis
proteica. Ademas, contiene sefales de replicacién esenciales para la sintesis de
intermediarios que serviran como moldes para la replicacion viral. La region 3'-UTR
presenta mayor variabilidad en relacién a los diferentes genotipos virales y participa en
el inicio de la replicacion de la cadena de polaridad negativa y en la unién con ciertas
proteinas celulares. Estructuralmente, esta regién consta de 3 partes: una primera
region de longitud variable de unos 30-40 nt, una cola poli-U/UC también de longitud

variable y una secuencia terminal de 98 nt muy conservada denominada 3'X °.

La poliproteina precursora es co-traduccional y post-traduccionalmente
procesada por enzimas del huésped y por enzimas virales, dando lugar a tres proteinas
estructurales (core, E1 y E2), a la proteina p7 y a seis proteinas no estructurales (NS2,
NS3, NS4A, NS4B, NS5A y NS5B) (Figura 2). En primer lugar, las proteinas estructurales
son aquellas que forman parte de la particula viral, e incluyen a la proteina del core y a
las glucoproteinas transmembrana E1 y E2. La proteina del core, formada por 191 aa,
representa la region mas conservada y se sitla en el extremo amino-terminal (N-
terminal) a continuacion del IRES. Su funcidn principal es la de formar la cubierta de la
capside que albergara y protegera el ARN gendmico del virus. Ademas, la proteina del
core también modula muchas otras rutas del huésped al interactuar con una gran
variedad de factores celulares como por ejemplo la apoptosis, la transcripciéon de
genes, la respuesta inmunitaria, etcétera ®7 Por su parte, las dos glucoproteinas de la

envuelta, E1y E2, se caracterizan por presentar una amplia variabilidad genética ,sobre
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todo en las regiones hipervariables HVR1 y HVR2, y su funcidn es la de presentarse en
la superficie de los viriones como un heterodimero que media en la unién viral con

receptores de las células huésped facilitando la fusion y la entrada del virus 2.

<—— Regidncodificante del ARN ——

5’-UTR Region estructural | Regidonno estructural 3’-UTR
l codifica l
Poliproteina

l Se procesa en

Core E1l E2 p7 NS2 NS3 NS4Al | NS4B NS5A NS5B
Glucoproteinas Proteasa Cofactores ARN polimerasa
envuelta dependiente ARN
Nucleocapside Canalidnico Serin proteasay Fosfoproteina
ARN-helicasa multifuncional

Figura 2. Estructura y organizacién del genoma del VHC y procesado de la poliproteina del

virus.

En segundo lugar, la region entre los genes estructurales y no estructurales
codifica para una proteina de canal iénico denominada p7 o viroporina. Esta proteina
no es necesaria para la replicacion del ARN y su funcion precisa es desconocida,
aunque estudios recientes indican que esta implicada en el ensamblaje viral y en la

liberacién de particulas infecciosas **.

En tercer lugar, las proteinas no estructurales son aquellas que estdn implicadas
en el procesamiento de la poliproteina y en la replicacion viral. Estas son NS2, NS3,

NS4A, NS4B, NS5A y NS5B.
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La proteina NS2 tiene actividad proteasa en su dominio carboxi-terminal (C-
terminal) que se ve reforzada junto con el dominio N-terminal de NS3, y cuya funcién
es la escision de la unién del complejo NS2/NS3, liberando asi a la proteina NS3

totalmente funcional *%.

La proteina NS3 tiene multiples funciones y presenta actividad serin-proteasa
en su extremo N-terminal y ARN-helicasa/NTPasa en el extremo C-terminal. La
actividad serin-proteasa es la responsable de romper todas las uniones restantes entre
las demas proteinas que hay corriente abajo de la poliproteina. Por su parte, la
actividad helicasa es la responsable de desenrollar el molde de ARN durante la

replicacion del genoma viral 4,

La proteina NS4A se une al dominio proteasa de NS3 y actia como un cofactor

esencial para la actividad serin-proteasa de NS3.

La proteina NS4B es una proteina integral transmembrana que participa en la
formacion de la red membranosa, una estructura intracelular de membranas donde se

sugiere que tiene lugar la replicacién del ARN *°.

La proteina NS5A, estd compuesta por 447 aa, y su importancia radica en sus
multiples funciones. Esta juega un papel esencial en el ciclo viral del VHC, tanto por
afectar directamente a la replicacion del ARN viral como por modular la fisiologia de la
célula huésped para favorecer asi la replicacién viral. Por su parte, no tiene actividad
enzimatica conocida pero es probable que ejerza sus funciones a través de

interaccionar con factores virales y celulares 16-18

. Ademas, NS5A juega un papel
importante en la evasidon de la respuesta inmune innata, ya que contiene la llamada
region determinante de la sensibilidad al interferon (IFN) (interferon sensitivity
determining region, ISDR). La ISDR se ha correlacionado con la eficacia del tratamiento
con IFN, aunque este hallazgo sigue siendo controvertido 9 Estructuralmente, NS5A
estd formada por tres dominios distintos, los dominios 1 (D1), 2 (D2), y 3 (D3);
separados por dos secuencias de baja complejidad (low complexity sequences, LCS)

(Figura 3). Ademas, en su extremo N-terminal, NS5A forma una a-hélice anfipatica que

regula la unién de la proteina a membranas celulares. El D1 (aa 36-213) y el D2 (aa
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250-342) estan involucrados principalmente en la replicacién del ARN, mientras que el
D3 (aa 356-447) es esencial para el ensamblaje de particulas virales infecciosas,
probablemente interactuando con la proteina del core en las gotas lipidicas (lipid

droplets, LD) %%

. Los estudios de cristalografia realizados en el D1 han revelado un
dominio de unidn de zinc que estabiliza el D1 para su correcta funcion. Ademas, este
dominio puede adoptar dos conformaciones homodiméricas distintas que pueden
atribuirse a sus diferentes funciones en el ciclo viral. Estas conformaciones se
denominan "dimero en forma de garra" y "dimero espalda con espalda”. La
arquitectura del D1 en "forma de garra" ha sido propuesta como un canal, que podria
ser una especie de "rail ferroviario" por el que el ARN se anclaria y se deslizaria, y que
podria estar involucrado en la uniéon al ARN a las membranas intracelulares

protegiéndolo de la degradacidn asi como de ser percibido por receptores de

reconocimiento *3 (Figura 4).

Regién
hiperfosforilada

36 b1 21350 D2 34 356 D3 4y
| |

Dominio de unién de zinc CS1 LCS2

a-hélice anfipatica
N-terminal

Figura 3. Estructura de NS5A en la que se representan los tres dominios D1, D2 y D3; las

regiones LCS y la a-hélice.

Ademas, se ha descrito la existencia de otra posible forma de regulacion de la
proteina, relacionada con la presencia de un enlace disulfuro entre los residuos de
cisteina 142 y 190. El papel clave de NS5A radica en esta habilidad de
dimerizarse/multimerizarse, unirse al ARN e interactuar con otras proteinas virales y
celulares implicadas en la replicacion viral. Ademds, NS5A es una fosfoproteina que

presenta dos isoformas, es decir, puede encontrarse en una conformaciéon basal o en
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una conformacion hiperfosforilada (denominadas p56 y p58, respectivamente). Esta
hiperfosforilacién parece actuar, de nuevo, como un botdn que regula las diferentes
funciones de la proteina y se produce en las partes centrales y C-terminales de la

proteina a través de residuos de serina.

NS5B es la enzima responsable de la replicacién del ARN via sintesis de novo
de una cadena negativa de ARN complementaria, que actla como un intermediario
de la replicacién, y la posterior sintesis de una cadena positiva de ARN empleando
como molde la cadena de ARN negativa. Esta enzima, compuesta de 591 aa, es una
polimerasa dependiente de ARN (RNA dependent RNA polymerase, RdRp).
Estructuralmente, estd formada por un dominio catalitico en el extremo N-terminal
(530 aa), una unidn (40 aa) y un anclaje de membrana C-terminal (21 aa). Ademas,
NS5B forma una estructura tipica de polimerasa de "mano derecha" con el centro
catalitico en la "base de la palma", rodeado por los clasicos dominios de los "dedos" y

n 24

el "pulgar" “°. Estos dominios, rodean completamente el centro activo creando un

canal para la unién a la cadena molde.

Dimero NS5A

NS3-NS4A

g . ] .
Wittt SPAT 1L LL (AR I) (F T 7 i1 aritigy,
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1L 11
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Figura 4. NS5A actuando como un soporte para otras proteinas en el complejo de replicacion.

Adaptada de Janardhan y colaboradores, 2015.
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1.2. Ciclo replicativo del VHC

El VHC replica principalmente en los hepatocitos y todo este proceso tiene
lugar en el citoplasma celular, por lo que el genoma viral no presenta fase de
integraciéon en el nucleo. También se ha descrito la presencia del VHC en otros
compartimentos o tipos celulares como es el caso del sistema nervioso central, las

células mononucleares de sangre periférica o las células dendriticas 2>%’.

Lipo-viro-particulas

Virus maduros

Unidn y Fusién @

SR-B1 GAGs LDLR
Claudina-1

Ocludina

Entrada @

@ @ Replicacion
Traduccion Qo o
ARN viral y O o

procesamiento o
poliproteina Red

de
Reticulo endoplasmatico membranjj

Liberacién de ARN viral (3)

Figura 5. Ciclo viral del VHC.

1) Interaccién del virion con la membrana celular mediado por unién secuencial a varios
receptores de membrana como GAG, LDLR, SR-B1, tetraspanina CD81, claudina-1y ocludina. 2)
Entrada del viridon en el hepatocito dependiente de clatrina. 3) Fusién de la envuelta de la
membrana del endosoma con la envuelta viral, proceso mediado por la acidificacion del
endosoma. 4) Descapsidaciéon y liberacion del ARN viral. 5) Traduccién del ARN viral y
procesamiento de la poliproteina. 6) Replicacién del ARN viral en el complejo de replicacion
asociado a la red membranosa. 7) Formacidn de la capside y ensamblaje de los nuevos viriones
alrededor de las LD. 8) Liberacién de los nuevos viriones por la via de secrecion celular.

Adaptado de Koutsoudakis y colaboradores, 2013.
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Las particulas virales circulan por la sangre libres o asociadas a lipoproteinas. El
contacto del virus con la célula se produce por contacto directo con la superficie
basolateral de los hepatocitos. EIl mecanismo por el cual el VHC alcanza el citoplasma
del hepatocito e inicia la replicacién no se conoce con precision. La interaccion inicial
del virién con la membrana celular de la célula hospedadora estd mediada por las
proteinas de la envuelta E1 y E2 y la interaccion de estas con varios receptores de la
superficie celular como es el caso de glucosaminoglucanos (GAG) y/o de receptores de
lipoproteinas de baja densidad (low density lipoprotein receptor, LDLR). Una vez el
virion se ha unido a la superficie, estos receptores transfieren el virus a otros
receptores de entrada de alta afinidad como el SR-B1 (scanvenger receptor B1) % y la
tetraspanina CD81 29, y las proteinas de las uniones estrechas, claudina-1 (CLDN) 30 y
ocludina (OCLN) ! (Figura 5, paso 1). La interaccion con estos receptores celulares
produce cambios en la estructura de la membrana del hepatocito que inducen una
endocitosis del virus a través de una vesicula (endosoma) en un sistema dependiente
de clatrina (Figura 5, paso 2). Una vez el virus se encuentra en el citoplasma, se
produce la descapsidacién y la liberacién del ARN viral. Esto se produce por la
presencia de un pH acido en el endosoma que genera la fusion de la envuelta del virus
con la membrana del endosoma (Figura 5, pasos 3 y 4) 32 Una vez en el citoplasma,
este ARN es traducido a nivel del reticulo endoplasmatico rugoso (RER). En este
proceso el ribosoma interacciona con el IRES dando lugar a una Unica poliproteina que
es procesada por proteasas celulares y virales (proteasa NS2-3 y serin-proteasa NS3-
4A) (Figura 5, paso 5). Las proteinas virales maduras van a quedarse fuertemente
unidas a membranas intracelulares formando asi el complejo de replicacion, un
complejo multiproteico en donde tiene lugar la copia del material genético (Figura 5,
paso 6). El ARN de polaridad positiva es copiado en un ARN complementario de
polaridad negativa, que a su vez sirve de molde para la sintesis de nuevas cadenas
positivas de ARN que formaran el ARN gendmico de la progenie viral. Las nuevas
copias de ARN interaccionan con proteinas del core formando la nucleocapside que
adquirira su envuelta en el lumen del RER (Figura 5, paso 7). Una vez ensamblados los
nuevos viriones, estos seran liberados a través de la via secretora de la red de Golgi

(Figura 5, paso 8). La exportacion de los viriones fuera de la célula, a dia de hoy
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continua siendo un tema poco conocido, en el que parecen jugar un papel importante
las LD, el RER y las vias de secrecion de lipoproteinas de muy baja densidad (very low

density lipoprotein, VLDL) *3.

2. Epidemiologia de la infeccion por VHC

2.1. Situacion mundial de la infeccion por el VHC

La epidemia por el VHC representa un problema grave de salud publica
mundial. Actualmente, y segun el ultimo informe presentado por la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) en 2018 **, se estima gue en el mundo hay 71 millones de
personas con infeccion por VHC, aproximadamente el doble del nimero de personas
que viven con el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), lo que representa una
prevalencia global de en torno al 1% *°. Ademas, las Ultimas estimaciones sefialan que
cada afo mueren unas 399.000 personas debido a las complicaciones derivadas de
esta infeccion como la cirrosis o el hepatocarcinoma. Actualmente, el VHC es una de
las principales causas de trasplante hepdatico en Europa y Estados Unidos (EEUU) 3637,
Mientras que la mortalidad asociada a otras infecciones como la infeccion por VIH esta
en retroceso, la mortalidad asociada al VHC todavia esta en alza. Ademas, una gran
parte de la poblacion con infeccion por VHC lo desconoce debido a que en la mayoria
de los casos la infeccion presenta un periodo asintomatico de varios afios hasta que se
presentan los sintomas clinicos cuando el paciente ya se encuentra en un estadio

avanzado de la enfermedad.

A nivel global, la distribucién del VHC es muy heterogénea y su prevalencia
varia segun el area geografica y los diferentes grupos de riesgo (Figura 6). Segun la
OMS, las regiones mas afectadas son las del mediterrdneo oriental y Europa, con una
prevalencia que varia entre el 2,3% vy el 1,5%, respectivamente. La region del

mediterraneo oriental donde se describe una mayor prevalencia de VHC, es la que
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tradicionalmente abarca el suroeste de Asia y regiones del norte de Africa, incluyendo
a Egipto. En la actualidad, Egipto es considerado como el pais de mayor prevalencia de
infecciones por VHC en el que se estima que el 14,7% de la poblacidn es seropositiva
para el virus %, En esta regi6n del mediterraneo oriental, la principal causa de
transmisidn son las infecciones que tienen lugar en el ambito sanitario por practicas no
seguras >>*_ Sin embargo, en la regidn europea, el uso de drogas por via intravenosa
(usuarios de drogas por via parenteral, UDVP) representa el mayor numero de

infecciones *'. En otras regiones, la prevalencia de la infeccidon por VHC oscila entre el

0,5% y el 1,0%.

A nivel europeo, la prevalencia del VHC oscila entre los diferentes paises,
encontrandose las tasas de prevalencia mas elevadas (superiores al 2%) en los paises
del sur de Europa, como es el caso de Italia, Rumania, Grecia o Espafia “2 En Espana, se
han realizado diversos estudios con el objetivo de evaluar la prevalencia del VHC. En el
aflo 2015, los datos disponibles estiman una prevalencia en torno al 1,7% para
poblacién seropositiva con anticuerpos frente al VHC y en torno al 1,2% para aquellos
con una infeccidén activa, lo que se corresponderia en valores absolutos de un total de

688.000 adultos con anticuerpos y 472.000 adultos con viremia 43,44

. Segun los ultimos
datos presentados en el Plan Estratégico para el Abordaje de la Hepatitis C (PEAHC) por
el Sistema Nacional de Salud (SNS) en octubre de 2018, entre enero de 2015 y octubre
de 2018, en Espafia 117.452 pacientes fueron tratados frente al VHC % Estudios
recientes han descrito que la prevalencia actual del VHC actualmente es menor a al
anteriormente indicada, situando la prevalencia de anticuerpos frente al VHC en torno
al 1,1% y de pacientes con una infeccién activa inferior al 1%*. Los ultimos datos
reportados por el Ministerio de Sanidad en Octubre de 2018 van mas alla todavia,
situando la prevalencia de anticuerpos frente al VHC en torno al 0,8% y del 0,17% para

una infeccidén activa. Segun esto, actualmente el nimero de personas en Espafa que

presentaria una infeccién activa por VHC en torno a las 70.000 personas.
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Incidencia de la infeccion por VHC

Tasa de incidencia (por 100.000) Numero total

Regidon OMS Color mapa Estimacion Intervalo Estimacidon Intervalo
Regidn africana ﬁ 31,0 22,5-54,4 309 222-544
Regién americana 6,4 5,9-7,0 63 59-69
Region mediterraneo oriental @ 62,5 55,6-62,5 409 363-246
Regién europea . 61,8 50,3-66,0 565 460-603
Region sudeste de Asia 5 14,8 12,5-26,9 287 243-524
Region Pacifico occidental 6,0 5,6-6,6 111 104-124
Global 23,7 21,3-28,7 1.751 1.572-2.120

Figura 6. Incidencia de la infeccién por VHC en la poblacion general y por region. Adaptado de

World Health Organization (WHO), 2018.

La transmisién del VHC se produce principalmente por exposicion a sangre
infectada. Los principales grupos de riesgo incluyen receptores de transfusiones
sanguineas o hemoderivados previos a 1992, el uso de drogas intravenosas, pacientes
en hemodidlisis, trasplantados de drganos de donantes infectados; y en menor
medida, exposicion ocupacional, exposicion en el hogar, realizacion de tatuajes o
piercings, la realizacién de actividad sexual de riesgo, el nacimiento a través de una
madre infectada y el uso de cocaina intranasal. Ya que comparte rutas de transmisién

con el VIH, las tasas de co-infeccidon entre ambos virus son elevadas. Esta poblaciéon co-
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infectada VIH/VHC es mas vulnerable debido a que, generalmente, la progresion de la

enfermedad se acelera.

2.2. Epidemiologia molecular del VHC

2.2.1. Cuasiespecies virales

Al igual que la mayoria de los virus ARN, el VHC es un virus que se caracteriza
por poseer una elevada variabilidad genética. Esta heterogeneidad se produce a
diferentes niveles entre las poblaciones virales de un individuo infectado en un
momento dado (cuasiespecies), y a nivel mundial entre variantes virales de diferentes
pacientes (genotipos, subtipos y variantes virales). La principal fuente de variacién del
VHC se basa en el proceso de mutacion espontdnea y se debe a que la ARN polimerasa
dependiente de ARN codificada por el gen NS5B, enzima encargada de la replicacidon
del material genético del virus, es propensa a cometer errores y ademas carece de
actividad correctora (se estima que la tasa de mutacion de esta ARN polimerasa es de

10 sustituciones/nucleétido/ronda de replicacién) 47,48

. Como resultado, se producen
cambios aleatorios a nivel nucleotidico en el genoma viral. Esta caracteristica
combinada con la alta tasa de replicacién del virus (alrededor de 10" viriones/dia) y su
corta vida media (2-5 horas), desembocan en una produccidn significativa de multiples

variantes virales o cuasiespecies.

El concepto de cuasiespecies virales (también conocido como nube de
mutantes o nube de cuasiespecies) (Figura 7) actualmente se define como una mezcla
de genomas virales distintos pero muy relacionados entre si (con una homologia del

492 Cada variante

98%) y que co-existen en un momento dado en el organismo in vivo
viral emerge durante proceso de mutagénesis aleatoria y después, es sujeta a un
proceso de seleccion basado en el efecto de la mutacion en la capacidad de replicaciéon

en el ambiente global (definida como fitness viral). En un momento dado, la
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distribucién de las poblaciones virales en el organismo refleja un equilibrio entre la
capacidad replicativa o fitness de cada variante, la generacion continua de nuevas
variantes y la presion selectiva positiva aplicada por el ambiente >3,

III
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Figura 7. Representacion esquematica de la formacion de una nube de cuasiespecies virales.
El genoma "parental" (circulo negro) da lugar a diferentes variantes (coloreadas con
cuadrados, rombos y estrellas) unidas unas a otras por una mutaciéon puntual. Los circulos

concéntricos representan los ciclos de replicacién. Adaptado de Echeverria y colaboradores,

2015.

Un aspecto importante del concepto de cuasiespecies es que estos mutantes
actuan como una unidad de seleccién y no como poblaciones aisladas que pudieran
actuar independientemente unas de otras. Esto es debido a que se produce un

equilibrio entre las interacciones positivas y negativas de las diferentes poblaciones
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virales 3. Generalmente, existe una secuencia dominante que es la mas
frecuentemente representada en la poblacién. Esta secuencia dominante se conoce
como virus salvaje o wild-type. Clasicamente, se asume que la secuencia dominante es
la mejor adaptada al ambiente en el que se observa aunque esta puede cambiar a lo
largo del curso de la infeccion bajo la presion selectiva que ejerce el sistema inmune
del hospedador. Se cree que esta deriva genética proporciona un mecanismo por el
cual el VHC escapa a la respuesta inmune del hospedador y que puede influenciar la

respuesta a las terapias >*.

La variabilidad genética del VHC no se distribuye por igual en todas las areas del
genoma. Las regiones del genoma que corresponden con funciones virales esenciales
(como aquellas implicadas en la traduccion o la replicacién) o aquellas que forman
parte de dominios estructurales principales (5'-UTR y 3'-UTR) son las mds conservadas,
asi como la proteina del core. Las region mas variable del genoma es aquella que se
encuentra en la regién que codifica para los genes de las glucoproteinas de la envuelta
E1y E2 concretamente en las zonas hipervariables conocidas como HVR1 y HVR2 >>~°.
Esta caracteristica tiene implicaciones en la patogenia y persistencia del virus, en el

disefio de vacunas, en la seleccion de mutantes resistentes durante el tratamiento, y

en el disefio e interpretacidn de los métodos diagndsticos.

2.2.2. Genotipos del VHC

Los analisis filogenéticos de las cepas del VHC han permitido clasificar el virus en
grupos genéticamente distintos llamados genotipos. Estos genotipos son el resultado de la
acumulacién de mutaciones durante la evolucidn de estos virus y presentan entre si una
homologia del 65-70%. Ademas, cada uno de estos genotipos estd a su vez dividido en
subtipos, los cuales presentan una homologia del 75-80% y son designados por letras (13,
ab, 2a, 2b, 3a, etcétera). Incluso dentro de los subtipos, diferentes variantes virales

pueden variar hasta un 10%. En 2014, Smith y colaboradores confirmaron la existencia de
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7 genotipos principales, denominados del 1 al 7 segun el orden de descubrimiento; y 67

subtipos >’ Estudios posteriores han confirmado subtipos adicionales 860,

El impacto que tienen los genotipos en la evolucién de la infeccién a largo plazo
parece ser minimo. Asi, todos ellos se han asociado con enfermedades hepaticas severas,
aunque los pacientes con genotipo 3 (G3) podrian tener una mayor tendencia a desarrollar
esteatosis hepatica ®1 Est4 bien documentado el impacto que clasicamente ha tenido el
genotipo en la respuesta a las terapias clasicas basadas en IFN, siendo los genotipos 1 (G1)
y 4 (G4) los que mostraban peores tasas de respuesta . Sin embargo, en el contexto de
las nuevas terapias actuales frente al VHC, el G3 se ha convertido en el genotipo mas dificil

63,64
de tratar .

Aunque los seis genotipos principales (1-6) se han descrito en todo el mundo, hay
claras diferencias en su distribucién geografica (Figura 8). Los genotipos 1 y 3 son los mas
prevalentes, contabilizando respectivamente el 46,2% y 30,1% de las infecciones en todo
el mundo, seguidos del genotipo 2 (G2) (9,1%), el 4 (8,3%) y el 6 (G6) (5,4%). Se estima que
el genotipo 5 (G5) es responsable de menos de un 1% de los casos ®. En cuanto al G1, a
nivel global el subtipo 1b (G1lb) es el mas prevalente representando el 68% de las

infecciones por G1.

,' & -
55,5 millones
14 millones i
3,9 mi“ones ’ Genotipo VHC
e BN 49 [
485,000 e o T

Figura 8. Distribucién mundial de los genotipos del VHC. Adaptado de World Health
Organization (WHO), 2018.
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El patron de distribucion de estos genotipos ha estado influenciado por su
diferente epidemiologia asi como por los eventos histéricos y las actuales migraciones

65,66
humanas 7.

Los subtipos 1a, 1lb, 2a y 3a, también conocidos como "subtipos
epidémicos”, se encuentran ampliamente distribuidos por todo el mundo, aunque con
diferencias segun el area geografica, siendo el G1 el que presenta una distribucion mas
cosmopolita y contabilizando la mayor parte de las infecciones en Norteamérica, América

65

latina y Europa . Estos genotipos epidémicos probablemente se expandieron en la

década de 1970 y 1980, previamente al cribado del VHC, a través de transfusiones,

. / . 57,67-69
productos contaminados, asi como por el consumo de drogas intravenosas . L

0s
demds genotipos, las llamadas cepas endémicas, son mas raros y se encuentran
restringidos a regiones mas especificas. Asi, el G4 se encuentra principalmente en el Norte
de Africa y en Oriente Medio, y los genotipos 5 y 6 se encuentran confinados en el Sur de

65,66

Africa y el Sudeste Asiatico . Hasta la fecha, solo se ha descrito un caso de genotipo 7

(G7) en Canada proveniente de un inmigrante de Africa Central o,

La distribucion de los genotipos en Espafia ha sido recientemente actualizada por
el estudio GEHEP 005, y sus autores han concluido que ésta es similar a la encontrada en el
resto de Europa Occidental, siendo las infecciones por G1 las mas frecuentes (66,9%),
seguidas del G3 (17,3%), el G4 (11,3%), el G2 (2,8%) y finalmente los genotipos 5y 6 con
0,1% y 0,02%, respectivamente. El Glb es el subtipo mayoritario dentro del G1,

. . 71
representando el 56,6% de las infecciones "".

3. Historia natural de la infeccion por VHC

La historia natural de la infeccion por VHC se caracteriza por ser un proceso
lento, con un amplio periodo asintomdtico. La mayoria de los pacientes son
diagnosticados de infeccidn por VHC en los estadios finales de la enfermedad cuando
la sintomatologia hepatica se hace evidente en forma de cirrosis, descompensaciones

hepaticas, complicaciones extrahepaticas y hepatocarcinoma celular.
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La fase inicial de la infeccion se denomina fase aguda y abarca,
aproximadamente, los primeros 6 meses de la enfermedad. En la mayoria de los casos
(mas del 70%) este periodo es asintomatico. Entre los pacientes que desarrollan algun
tipo de sintoma, estos son inespecificos e incluyen fiebre, cansancio, inapetencia,
nauseas, vomitos, dolor abdominal, coluria, acolia, dolores articulares e ictericia; y
éstos se producen entre los tres y seis primeros meses de la infeccién "% Esta fase se
caracteriza por la deteccidn del virus en sangre entre los 2-14 dias después de la
exposicidn; el incremento de los niveles séricos de las transaminasas, como la alanina
aminotransferasa (ALT) y la aspartato aminotransferasa (AST); y la aparicién gradual de

375 Tras fase de infeccion

anticuerpos especificos contra el VHC entre los 20-150 dias
aguda, entre un 15-20% de los pacientes resuelven favorablemente la infeccidn,
negativizando los niveles de ARN-VHC sérico y normalizando los niveles de

transaminasas '°

. Se han descrito diversos factores del huésped y del virus que
determinan una mayor probabilidad de aclaramiento espontaneo de la infeccion como
son el sexo femenino, una edad mas joven, la presencia de sintomas en la infeccion
aguda, la co-infeccion con otros virus, la presencia de polimorfismos como la

interleuquina 28B (IL-28B) y el estado inmune del paciente ”’.

El 75-80% restante son pacientes que no aclaran espontaneamente la infeccién,
y en ellos la enfermedad progresa y cronifica (Figura 9). Los pacientes con infeccion
cronica por VHC mantienen niveles séricos mas o menos fluctuantes de ARN-VHC y
niveles de transaminasas elevados, aunque en menor medida que en la fase anterior.
De forma general, los pacientes con infeccidon crdnica se caracterizan por presentar
una alteracidn hepatica inflamatoria persistente, que desemboca en cirrosis en
aproximadamente un 10-20% de los casos a los 20-30 afios desde el inicio de la
infeccion . Una vez la cirrosis se ha estabilizado, la progresion de la enfermedad se
vuelve impredecible, en algunos casos ésta puede permanecer estable durante
muchos afios mientras que en otros ésta puede progresar a descompensaciones
hepaticas, hepatocarcinoma celular o muerte. Una vez que la cirrosis se ha
desarrollado, el riesgo de hepatocarcinoma celular anual es del 1-5% y el de

descompensacidon hepatica es del 3-6%. Después de un episodio de descompensacion,
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el riesgo de muerte en el afio siguiente al mismo varia del 15-20% ”°. Este estadio final
de la infeccidn es una de las principales indicaciones de trasplante hepdtico v,
desafortunadamente, una vez realizado, la infeccidn se restablece prematuramente y

la progresion de la enfermedad se acelera.

El riesgo de desarrollo de fibrosis hepatica es multifactorial y se han descrito
numerosos co-factores implicados en el incremento del riesgo de desarrollar una
fibrosis significativa o cirrosis. Estos incluyen factores relacionados con el huésped
como son el sexo masculino, una edad de mas de 40 afios en el momento de la
infeccion, la inmunosupresion, la co-infeccidon con otros virus, la diabetes, la resistencia
a la insulina, la obesidad y la esteatosis hepdtica; con factores ambientales como la

ingesta de alcohol y con factores virales 3%,

Higado normal

Hepatitis
cronica

L. Cirrosis
Infeccion VHC

Hepatocarcinoma

Figura 9. Historia natural de la infeccidon por el VHC. Adaptado de Lingala y colaboradores,

2015.
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4. Tratamiento de la infeccidn crénica por VHC

4.1. Objetivos del tratamiento

El principal objetivo del tratamiento frente al VHC es curar la infeccion, es decir,
conseguir una respuesta viroldgica sostenida (RVS) definida como la presencia de ARN-
VHC indetectable 12 6 24 semanas después de completar el tratamiento. Una RVS se
asocia con una cura de la infeccién por VHC dada la baja probabilidad de recaida *°.
Otros objetivos del tratamiento frente al VHC incluyen reducir las complicaciones
clinicas asociadas a la enfermedad, asi como disminuir futuras transmisiones del virus y
su prevalencia global. Ademas, alcanzar una RVS disminuye el riesgo de desarrollar
complicaciones asociadas a la fase final de la enfermedad como la cirrosis hepatica, el

hepatocarcinoma celular y la muerte 91,92

. Aunque alcanzar la RVS se asocia con una
normalizacion de las transaminasas hepdaticas y una mejoria de la funcion hepatica y la
fibrosis, en los pacientes con cirrosis, la curacion se asocia a una disminucion, pero no

eliminacion, del riesgo de eventos clinicos relacionados con el VHC 9397

4.2. La era del interferon (IFN)

En los ultimos afos se ha producido una revolucion en el arsenal terapéutico
frente al VHC con la introduccién de nuevos farmacos conocidos como antivirales de
accion directa (AADs). La historia del desarrollo del tratamiento frente al VHC
comienza en 1991, poco después del descubrimiento del virus, cuando Ia
Administraciéon de Alimentos y Medicamentos de los EEUU (FDA, Food and Drug
Administration) aprobd la primera terapia frente al VHC, la monoterapia con IFN. La
funcién del IFN radica en proporcionar una importante respuesta antiviral, inhibiendo
la replicacién viral, estimulando la apoptosis de las células infectadas, y modulando
ademds el sistema inmune . Aunque aproximadamente un tercio de los pacientes

respondia a la terapia, la mayoria de ellos presentaban una recaida viroldgica una vez
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alcanzada la RVS. La tasa de RVS en monoterapia con IFN a 48 semanas de tratamiento

99,100
%

era tan sélo del 16 . Ademas, la administracién del IFN era un proceso tedioso

gue requeria la administracion de inyecciones subcutaneas tres veces por semana.

La monoterapia con IFN fue el estandar de tratamiento hasta finales de la
década de 1990, cuando, en 1998, la efectividad del IFN se vio significativamente
incrementada con la adicion de ribavirina (RBV), un nucledsido sintético que produce

101 Esta combinacidn de

una inhibicién sinérgica de la replicacion intracelular del VHC
IFN+RBV resultaba en mayores tasas de RVS con respecto a los resultados reportados
hasta el momento, incrementando la RVS hasta un 34% con un tratamiento de 24

semanas de duracién y hasta un 42% con un tratamiento de 48 semanas 102,103,

Un nuevo avance significativo en la era del IFN se produjo en 2001 con la
introduccion del interferon pegilado (peg-IFN). La pegilacion mejoraba Ia
farmacocinética del IFN ya que mejoraba su eficacia terapéutica, su vida media
plasmatica, hacia la molécula mas soluble y disminuia su toxicidad. Este proceso
incremento las tasas de RVS hasta un 54-56%, y redujo la frecuencia de inyecciones

104-106

subcutaneas de IFN a una vez a la semana . Esta combinacién de peg-IFN+RBV

fue, en la década siguiente, el estandar de tratamiento frente al VHC.

La duracion del tratamiento basado en IFN era altamente dependiente de
ciertos factores como el genotipo y la cinética del descenso del ARN-VHC durante las
primeras semanas de la terapia. Numerosos estudios describieron la importancia del
genotipo en la respuesta al tratamiento concluyendo que los genotipos 1 y 4 tenian
menores tasas de RVS frente a los genotipos 2 y 3 (40-50% vs. 80-90%) 0107108
Ademas, la eficacia obtenida era dependiente del grado de tolerabilidad y de
adherencia al tratamiento, que estaba muy relacionado con la presencia de efectos
adversos. La frecuencia y el numero de efectos adversos que el IFN tenia en el paciente
eran numerosos, llegando incluso a describirse efectos adversos en mas del 95% de los

casos 102,108,109.

La mayoria de ellos estaban relacionados con complicaciones
constitucionales (fatiga, dolor de cabeza, fiebre, nduseas), hematoldgicas (anemia,

neutropenia, trombocitopenia), neuropsiquiadtricas (depresidon, ansiedad, ideas

30



suicidas), endocrinas (principalmente problemas relacionados con la funcién de la

105-113 E| desarrollo de estas

tiroides) y dermatoldgicas (erupciones, eritemas, prurito)
complicaciones contraindicaban las terapias con IFN en un gran nimero de pacientes.
Este era el caso de pacientes con comorbilidades neuropsiquiatricas, enfermedades
autoinmunes, asi como con descompensaciones o en estadios avanzados de la

enfermedad.

4.3. Los nuevos antivirales de accidn directa (AADs)

Las bajas tasas de RVS obtenidas con la terapia estandar de peg-IFN+RBV
generaron la necesidad de desarrollar nuevas terapias frente al tratamiento del VHC.
En 2011, se produjo una revolucion terapéutica en el tratamiento de la infeccién por
VHC con la aparicién de los primeros AADs. El desarrollo de estas moléculas fue posible
gracias a los avances que se produjeron en el conocimiento del ciclo viral del VHC, su
virologia estructural y molecular, y la patogénesis de la infeccién ***. El término AADs
engloba diversos farmacos que se basan en diferentes mecanismos de accion. Lo que
tienen en comun todos ellos es que actuan a nivel del ciclo celular del VHC,
blogueando uno o mas de sus pasos, e induciendo una progresiva desaparicion del
virus a través de la muerte celular de las células infectadas *>**. La cura del VHC es
posible ya que éste no integra su material genético en el nucleo de las células huésped,
por lo que, la persistencia de la infeccién requiere de una generacidon continua de
nuevas moléculas de ARN viral, de forma que, si el tratamiento consigue bloquear la

replicacion viral, conseguira erradicar el virus.

De acuerdo a su mecanismo de accion, los AADs pueden ser clasificados en 3

familias:

1. Inhibidores de proteasa NS3/4A. Estas moléculas bloquean la enzima serin-

proteasa NS3/4A inhibiendo su correcto funcionamiento e impidiendo asi la creacién

117,118

de proteinas virales funcionales . Estas moléculas se agrupan bajo el sufijo -previr
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(Figura 10) y se caracterizan por tener una alta potencia, sin embargo, tienen una
cobertura de genotipos limitada y una baja barrera genética para el desarrollo de

resistencia **°.

Inhibidores proteasa Inhibidores polimerasa

NS3/4A

Inhibidores NS5A

NS5B

Boceprevir (BOC)

Glecaprevir (GLE)

Grazoprevir (GZR)

Paritaprevir (PTV)

Simeprevir (SMV)

Telaprevir (TVR)

Daclatasvir (DCV)

Elbasvir (EBR)

Ledipasvir (LDV)

Ombitasvir (OBV)

Pibrentasvir (PIB)

Velpatasvir (VEL)

Dasabuvir (DSV)
Sofosbuvir (SOF)

Voxilaprevir (VOX)

Figura 10. Antivirales de accién directa (AADs) aprobados actualmente en EEUU y Europa y sus

dianas de accidn.

2. Inhibidores de la proteina NS5A. Estas moléculas bloquean tanto Ia
replicacion viral como el ensamblaje de nuevos virus. Se ha sugerido que su
mecanismo de accidn se produce a través de la inhibicion de la hiperfosforilacion de
NSS5A, alterando asi la localizacion de la proteina en el reticulo endoplasmatico, vy

120122 Eotas moléculas se

probablemente causando un montaje defectuoso del VHC
agrupan bajo el sufijo -asvir (Figura 10), y se caracterizan por tener una alta potencia y
una cobertura multigenotipica aunque, generalmente, presentan una barrera genética

baja para el desarrollo de resistencia **.
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3. Inhibidores de la polimerasa RdRp NS5B. En esta familia se han desarrollado
dos subclases, por un lado, los inhibidores no nucledsidos, que se unen a la enzima
RdRp NS5B y bloquean su actividad catalitica; y por otro lado, los inhibidores analogos
de nucleds(t)ido, que son aceptados por la enzima como sustrato donde se unen
competitivamente al centro activo y posteriormente, son incorporados por ésta al
nuevo genoma viral bloqueando la replicacién e impidiendo que ésta continte *2*%*,
Estas moléculas se denominan con el sufijo -buvir. (Figura 10). La primera subclase
tiene una baja barrera genética para el desarrollo de resistencia pero, por el contrario,

la segunda subclase se caracteriza por una alta barrera de resistencia, una cobertura

pangenotipica y una potencia intermedia.

La primera generacion de AADs, se aprobd por la FDA en 2011 y estaba
formada por los inhibidores de proteasa NS3/4A de primera generacién boceprevir
(BOC) vy telaprevir (TVR). Con el fin de prevenir la emergencia de variantes virales
resistentes, ya que ambas moléculas presentaban una baja barrera genética para el
desarrollo de resistencia, BOC y TVR se autorizaron en combinacion con peg-IFN+RBV
como parte de una "triple terapia". Estos regimenes incrementaron las tasas de RVS
descritas previamente para la terapia convencional de peg-IFN+RBV en pacientes con
G1 (40-50%) hasta un 64-75% (Figura 11). Sin embargo estos regimenes presentaron
ciertas limitaciones, como su uso exclusivo en pacientes con G1, un elevado nimero de

125-128

efectos adversos , ¥ una baja eficacia en pacientes con caracteristicas asociadas a

peor respuesta al tratamiento como es el caso de pacientes previamente tratados o

con cirrosis hepatica 1%,

Afortunadamente, la era de las terapias con AADs no habia hecho mas que
comenzar y el escenario del tratamiento del VHC siguié desarrollandose con la
apariciéon de nuevos agentes. A finales de 2013 se produjo la aprobacién de simeprevir
(SMV), un inhibidor de proteasa NS3/4A, para utilizarse en combinacidon con peg-
IFN+RBV en el tratamiento de pacientes con G1. Las tasas de RVS para esta terapia
fueron similares a las descritas para sus predecesores pero con mejor perfil de

129
d

tolerabilida . El principal avance en la era de los AADs se produjo en 2014 con la

aprobacion de sofosbuvir (SOF), un inhibidor de la polimerasa NS5B. Su importancia
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radica en que SOF es un agente activo frente a todos los genotipos, que posee una
elevada barrera genética para el desarrollo de resistencia, y para el que se describieron
tasas de RVS de mas del 90% **°. En un primer momento, la FDA aprobd su uso en
combinacion con peg-IFN+RBV para los genotipos 1 y 4, y sélo con RBV para los

genotipos 2y 3.

problemas
de vision,
anemia,
disgeusia,
erupciones...

fatiga, fiebre,
nauseas,
anemia,
neutropenia,
depresion,
ansiedad...

fatiga, fiebre,
nauseas,
anemia,
neutropenia,
depresion,
ansiedad...

fatiga, dolor de
cabeza,
interacciones
con otros
farmacos...

peg-IFN + RBV (2001) peg-IFN + RBV + BOC o TVR nuevos AADs (2014)
(2011)

Figura 11. Descripciéon de la evolucion de la eficacia y los efectos adversos relacionadas con el
tratamiento del VHC a lo largo de los ultimos afios, desde la terapia estandar con peg-IFN+RBV,
pasando por las primeras combinaciones con AADs a las combinaciones actuales. En azul se

describe la tasa de RVS y en rojo la frecuencia de efectos adversos.

Ademas, ha sido de gran relevancia el desarrollo de regimenes libres de IFN
combinando dos o mds clases de AADs. Este concepto se desarrolld, en Octubre de
2014, con la aprobacion de la combinacién sofosbuvir/ledipasvir (SOF/LDV) (nombre
comercial Harvoni). SOF/LDV se desarrolld, en un primer momento, co-formulado para
el tratamiento del G1, y numerosos estudios y ensayos clinicos describieron para esta

131-133

pauta tasas de RVS de entre el 94-99% . En noviembre de ese mismo afio, la FDA
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aprobod la combinacidon de SOF/SMV para el tratamiento del G1, tras demostrar tasas
de RVS superiores al 90% y buenos perfiles de tolerabilidad vy eficacia **. Finalmente,
en diciembre de 2014, se aprobd para el G1 la combinacién dasabuvir
/ombitasvir/paritaprevir potenciado con ritonavir (DSV/OBV/PTV/r) (hombre comercial
pack Viekira), para la que se describieron tasas de RVS de mds del 90% 135136 A partir
de ese momento, se siguieron aprobando diferentes regimenes con AADs, como la
combinacidon ombitasvir/paritaprevir potenciado con ritonavir (OBV/PTV/r) (nombre
comercial Technivie) para el tratamiento del G4 **’, la combinacién daclatasvir (DCV)
(nombre comercial Dakilnza) combinado con SOF para el tratamiento de los genotipos
1y 3 o la combinacion grazoprevir/elbasvir (GZR/EBR) (nombre comercial Zepatier)

139,140

para el tratamiento del G1 . Ademas, se produjo la expansién a otros genotipos

de combinaciones ya aprobadas hasta el momento, como es el caso de la combinacién

SOF/LDV para los genotipos 4, 5 o 6 %

. Por ultimo, se desarrollaron también
combinaciones con eficacia pangenotipica como es el caso de sofosbuvir/velpatasvir
(SOF/VEL) (nombre  comercial Epclusa), sofosbuvir/velpatasvir/voxilaprevir
(SOF/VEL/VOX) (nombre comercial Vosevi), y glecaprevir/pibrentasvir (GLE/PIB)

(nombre comercial Maviret) ****® (Figura 12).

Actualmente, las guias de tratamiento recomiendan el uso de terapias con
AADs como pautas de primera linea en el manejo de la infeccion por VHC, lo que ha

90,91,149

permitido crear regimenes libres de IFN . Su éxito radica en que este nuevo

arsenal ha incrementado las tasas de RVS hasta un 95% o incluso un 100%
132,133,139,140,145,146, 148,130 - ndemds, estos regimenes han acortado la duracién de las
terapias, mejorado la posologia de las mismas y ademas han mejorado la tolerancia de
éstos por parte del paciente, reduciendo los efectos adversos asociados >*. Ademas, la
aparicién de combinaciones pangenotipicas ha generado una nueva era en la terapia
con AADs, la era de un tratamiento igual para todos, que permite simplificar el manejo
del paciente obviando la necesidad de la determinacion genotipica del VHC previa al
tratamiento. El nuevo paradigma del tratamiento del VHC es altamente variable en

funcién del paciente, dependiendo todavia del genotipo en ciertos regimenes; vy

dependiendo ademas de la presencia o no de factores asociados con peor respuesta al
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tratamiento como es el caso de cirrosis, descompensaciones, historia de fracaso previo
a tratamiento, e incluso poblaciones especiales como es el caso de pacientes co-
infectados por VIH, con insuficiencia renal, trasplantados, o con posibles interacciones

90,91,149,152,153

farmacolodgicas. . De forma sencilla, estos parametros determinan la

duracién del tratamiento y/o la adicion de ribavirina a la combinacion de AADs.

2014 2016

BOC t SOF/LDV GZR/EBR

Victrelis Harvoni Zepatier

Genotipo:1 Genotipos:1,4,506 Genotipos:104

TVRt DSV/OBV/PTV/r t SOF/VEL

Incivo Pack Viekira Epclusa

Genotipo:1 Genotipo:1 Genotipos: Todos
SMV OBV/PTV/r t SOF/VEL/VOX
Olysio Technivie Vosevi
Genotipo:1 Genotipo:4 Genotipos: Todos
SOF DCV GLE/PIB
Sovaldi Daklinza Maviret
Genotipos:1,2,304 Genotipos:1y 3 Genotipos: Todos

2015 2017

Figura 12. Evolucién de las terapias con AADs desde la aparicidn de la primera generacién de
inhibidores de proteasa de primera generacién en 2011 hasta la actualidad. De cada agente o
combinacidn de ellos, se especifica la abreviatura del nombre genérico, el nombre comercial y
los genotipos frente a los que es activo. Las combinaciones sefialadas con el simbolo T se

encuentran actualmente en desuso.
4.4. Evolucion de las indicaciones de tratamiento

El SNS aprobé en mayo de 2015 el PEAHC ™ con el objetivo de asegurar un
camino en el que el acceso al tratamiento para los pacientes con infeccién por VHC
fuese sostenible para el Sistema Sanitario. Segun este Plan Estratégico, el tratamiento

antiviral deberia priorizarse en ciertos grupos de pacientes. Los criterios de
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priorizacion de este Plan incluian pacientes con fibrosis hepatica avanzada (2F2),
trasplantados o en lista de espera de trasplante, pacientes que no hubieran
respondido a triple terapia con inhibidores de proteasa de primera generacion, y
pacientes con manifestaciones extrahepaticas. El disefio de esta estrategia fue
necesario dado el elevado numero de pacientes que tenian una infeccidn por el VHC, el
elevado coste de los tratamientos, y la limitacién de los recursos econémicos para el
SNS. Sin embargo, una vez pasados los tres primeros afios, a finales de 2017 este Plan
Estratégico fue actualizado ** vy, actualmente, las guias ya recomiendan el tratamiento
en todos los pacientes con Hepatitis C crénica, a excepcidn de aquellos con una corta
esperanza de vida que no pueda remediarse con un tratamiento frente al VHC,

trasplante hepatico u otra terapia 90,91,149,

4.5. Retos del tratamiento para los préoximos afios

Actualmente y con una cura disponible, las barreras para eliminar el VHC
recaen en diagnosticar aquella poblacidn que lo desconoce y fomentar el acceso a los
tratamientos. En 2016, la Asamblea Mundial de la Salud aprobd un ambicioso Plan
Estratégico con el objetivo de eliminar las hepatitis del ambito sanitario para el afio
2030. Para ello, los paises necesitarian reducir el nimero de nuevas infecciones
(incidencia) en el 90% y reducir el nimero de muertes (mortalidad) en un 65% **°. Sin
embargo, el acceso al tratamiento todavia se encuentra limitado, principalmente en
paises con ingresos medios-bajos donde los recursos son inadecuados y limitan el
diagndstico de la infeccion. Ademas el acceso a los nuevos tratamientos se ha visto
obstaculizado por sus elevados precios y el lento registro de genéricos. Como
resultado, solo una pequefia proporcion de pacientes, el 20% (14 millones de
personas), son conocedores de su estado y tan sélo el 7% (1,1 millones de personas)
habria recibido tratamiento frente al VHC en el afio 2015. En el afio 2016, 1,76 millones
de personas se habrian sumado a la poblacidon que habria recibido tratamiento, por lo
que el nimero de tratados en el periodo 2015-2016 habria ascendido a 3 millones de

personas >*. De acuerdo a los dltimos datos presentados, tan sélo 12 paises entre ellos
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Australia, Islandia, Suiza, Italia, Mongolia, Espafia, Egipto, Francia, Georgia, Japon,
Paises bajos, y Reino Unido estan en camino de conseguir los objetivos del Plan

Estratégico para el afio 2030 *°.

5. Resistencia a los AADs

5.1. Definicidn de resistencia y factores que la influencian

La predisposicion del VHC a la aparicion constante de variantes virales
genéticamente diferentes que pueden conferir resistencia tiene su origen en la
dinamica de cuasiespecies. Las proporciones en las que las diferentes variantes virales
se encuentran en el organismo depende de las capacidades replicativas de las mismas
en el ambiente (definida como capacidad replicativa o fitness viral). Las diferentes
variantes coexisten en equilibrio, pero cualquier cambio en el ambiente altera este

equilibrio cambiando al distribucidn de la poblacion de cuasiespecies.

Las poblaciones virales que constituyen las cuasiespecies difieren en
polimorfismos aminoacidicos que emergen por mutacién durante el proceso de
replicacion y son, a continuacién, seleccionadas basandose en su impacto en la fitness
viral. Cuando estos polimorfismos se localizan en las regiones donde los AADs tienen
su efecto antiviral, pueden conferir al virus una reduccién en la susceptibilidad a un
farmaco o incluso a una familia de AADs. Aunque estos polimorfismos pueden
presentarse en las poblaciones virales mayoritarias (wild-type), generalmente se
encuentran en poblaciones minoritarias debido a que les confieren menor fitness en
comparacion con las poblaciones wild-type . En presencia de un tratamiento con
AADs lo que sucede es que los farmacos realizan una seleccidén positiva de aquellas
variantes con menor susceptibilidad al mismo. Con la inhibicién de los virus wild-type
sensibles al farmaco, el espacio de replicacién se abre permitiendo que las variantes

resistentes puedan expandirse rdpidamente, generando un fracaso viroldgico a la
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terapia. Estos polimorfismos pueden encontrarse de forma natural en el espectro de
mutantes, o bien, pueden adquirirse por mutacién durante la replicacion de virus

resistentes durante la administracién del farmaco ®*.

El término de mutaciones asociadas a resistencia (resistance associated
substitutions, RASs) se utiliza para describir los polimorfismos o cambios aminoacidicos
gue se producen en una determinada posicion con respecto a la secuencia viral de
referencia, y que aportan al virus una reduccién en la susceptibilidad a uno o mas
farmacos antivirales. El término de variante resistente se utiliza para describir una

variante del virus que se caracteriza por la presencia de una o mas RASs ®+°%.

La resistencia a AADs se basa en al menos 5 parametros interconectados *’: (1)
la elevada tasa de mutacidn que tiene lugar durante el proceso de replicacion viral
debido a la falta de actividad correctora de errores la ARN polimerasa RdRp; (ll) la
elevada tasa de replicacion del VHC que genera numerosas copias del virus (10%
viriones/dia); (Ill) la barrera genética para el desarrollo de resistencia del farmaco, que
implica el niumero y el tipo de mutaciones que se necesitan para conferir resistencia;
(IV) el fitness de las variantes virales resistentes que determina la probabilidad de que
estas persistan en la gran poblacion de virus; (V) el nivel de exposicion al farmaco ya
que concentraciones sub-6ptimas de mismo permiten que la replicacidon viral se

mantenga en presencia de un medio de presion selectivo.

5.2. Perfiles de resistencia por familia para los actuales AADs

Se han identificado diferentes RASs que confieren una reduccidén en Ia
susceptibilidad a AADs. Diferentes guias de tratamiento numeran el listado de RASs
como lo hacen las actuales guias de tratamiento europeas % Las principales
posiciones aminoacidicas a las que afectan estas RASs se muestran en la Figura 13.
Actualmente la mayoria de las técnicas para la deteccion de RASs se basan en

protocolos caseros de secuenciacién poblacional (tipo Sanger) o de secuenciacién
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profunda. Se ha determinado que el 15% es el limite de deteccidn o cut-off por debajo

del cual la presencia de RASs debe ser ignorada *°.

NS3A
(180 aa)
PTV
VOX 36 -41 - 43 -54 - 55 -56 — 80 —122 —-155-156-158 —168 -170-175 -
NS5A dominio |
(213 aa)
PIB
VEL —24 -26-28-29-30-31-32 — 38 — 58 — 62 ——— 92 - 93 -
DCV
NS5B nucleétido
(591 aa)
SOF 159 282 316 320-321
NS5B no nucledsido
(591 aa)
—314 -316 —368 411 -414 — 445 - 446 - 448 — 451 —
DSV

553 =554 =555 =556 =557 =558 =559 =561 =565 =

Figura 13. Principales posiciones en las que se localizan las RASs que se han descrito, en
ensayos in vitro y/o seleccionadas o en pacientes que fallaron a las terapias, y que confieren
una reduccion en la susceptibilidad AADs (excluyendo los inhibidores de proteasa de primera
generacion BOC y TPV). El aa de la secuencia consenso varia segun el genotipo. Entre farmacos
de una misma familia existen diferencias, lo que significa que no todos los farmacos de la

familia pueden verse afectados por una RAS. Informacién adaptada de EASL guidelines, 2018.

La prevalencia global de RASs es altamente variable atendiendo a los diferentes

genotipos virales y los diferentes a origenes geogréficos >***

. Ademas, la magnitud y
el impacto negativo de las RASs en la respuesta al tratamiento antiviral varia de
acuerdo diversos factores como el regimen de AADs, factores del paciente que
impactan en la respuesta al tratamiento (como la cirrosis), la importancia cuantitativa
de la RASs, y como ésta disminuye la potencia del tratamiento. Las RASs que se

producen en las regiones NS3/4A y NS5A son las mas prevalentes en pacientes que
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fracasan a la terapia antiviral. En cuanto a su nomenclatura, cada RASs se indica por
una primera letra que hace referencia al aminoacido presente en la secuencia de
referencia wild-type (que varia segun el genotipo), un nimero que indica la posicién
aminoacidica en la proteina, y una segunda letra que representa el aminoacido

presente en la variante resistente.

5.2.1. Inhibidores de proteasa NS3

La primera generacién de inhibidores de proteasa como BOC y TVR mostraron
una baja barrera genética para el desarrollo de resistencia y una resistencia cruzada
considerable en las posiciones V36, T54, R155, A156 y D168 162 Asi mismo, los estudios
basados en terapias con SMV mostraron mutaciones de resistencia similares a aquellas
descritas anteriormente, incluyendo las posiciones 155, 156 y 168, junto con un

163,164

polimorfismo unico, el Q80K . Las RASs en las posiciones 155, 156 y 168 también

han sido identificadas en pacientes tratados con regimenes que contienen PTV o GZR
165186 sin embargo, los inhibidores de proteasa de segunda generacién, como GZR,
GLE, VOX han mostrado mejoras en la barrera genética para la resistencia, y han
aumentado la actividad antiviral frente multiples genotipos, aunque de momento, el

G3 se caracteriza por la presencia de algunos polimorfismos (e.j. R123, 1132, D168) que

dificultan su tratamiento con inhibidores de proteasa **’.

De forma global, la prevalencia basal de RASs en NS3 es baja (0,1-3,1%) 168 3

excepcion del polimorfismo Q80K que se encuentra en la mayoria de los pacientes con

genotipo 1a '*

. Tras la retirada del tratamiento, las RASs en NS3 desaparecen
gradualmente con el tiempo dado que la presion selectiva que ha seleccionado estas

sub-poblaciones se ha eliminado.
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5.2.2. Inhibidores de NS5A

Los inhibidores de NS5A muestran una barrera media/baja para el desarrollo de

resistencia, con una rapida seleccion de RASs en la regién del D1. Ademas, estos

farmacos presentan resistencia cruzada, por lo que el desarrollo de resistencias a un

inhibidor de NS5A puede condicionar la resistencia al resto de farmacos de la misma

familia. Las RASs mas significativas han sido identificadas en el G1 e incluyen las

posiciones M28, Q30, L31 e Y93, todas ellas con un alto nivel de resistencia a

inhibidores de NS5A 5#1%%1%9 'Ademas, la RAS L31M ha sido descrita por tener una alta

prevalencia en los genotipos 2 y 4. De forma global, la prevalencia de RASs en NS5A ha

sido descrita en torno al 8,5% 170

Tabla 1. RASs clinicamente relevantes asociadas con resistencia a inhibidores de NS5A,

agrupadas por régimen y genotipo.

Regimen AADs Genotipo
Gla Glb G3
LDV/SOF Q30H/R L31V n/a
L31M/V Y93H
Y93C/H/N
GZR/EBR M28A/T Y93H n/a
Q30H/R
L31M/V
Y93C/H/N
SOF/VEL n/a n/a Y93H

Informacién adaptada de AASLD-IDSA guidelines, 2018. Abreviaturas: AADs: antivirales de

accion directa; EBR: elbasvir; GZR: grazoprevir; LDV: ledipasvir; n/a: no aplica; SOF: sofosbuvir;

vel:velpatasvir.

Al contrario que las RASs en NS3, las RASs de NS5A que emergen durante el

tratamiento han demostrado persistir durante largos periodo de tiempo (incluso
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diversos estudios sugieren que para siempre) en la poblacion de cuasiespecies y

171

pueden permanecer como la poblacion dominante durante afios Esta

caracteristica, hace que las RASs en NS5A limiten las opciones de tratamiento de
segunda linea con inhibidores de NS5A, limitando asi las opciones de retratamiento **°.
Las guias de tratamiento actuales describen que las Unicas RASs con una trascendencia
clinica relevante son aquellas que afectan a la region NS5A y a los genotipos 1lay 3

(Tablal).

5.2.3. Inhibidores andlogos de nucleétido de la polimerasa NS5B

El fdrmaco actualmente aprobado en esta familia es SOF, que se caracteriza por
una elevada barrera de resistencia ademas de ser activo frente todos los genotipos.
Numerosos estudios han sugerido que las RASs para SOF son raramente detectadas,
por lo que su importancia en la seleccidén de variantes resistentes no estd clara todavia
138 | a RAS S282T es la que principalmente afecta a SOF, y ha sido identificada in vitro
para todos los genotipos 72 aunque en la practica clinica se ha descrito solamente en

173 Otros estudios de poblaciones en vida

el 1% de pacientes que han fallado a SOF
real han descrito la emergencia de otras RASs como L159F, a veces en combinacién

con L320F o C316N 747>,

5.2.4. Inhibidores no analogos de nucledsido de la polimerasa NS5B

En contraste con los inhibidores analogos de nucleétido, el perfil de resistencias
para los inhibidores no analogos de nucledsido, como es el caso de DSV, es el de una
baja barrera genética para el desarrollo de resistencia. Las RASs que confieren
resistencia a DSV también han sido descritas y se localizan entre los aminoacidos 314 y
565 de NS5B, siendo las mas frecuentes M414, M423, C316, A421, C445, 1482, V495,

V499 y S556. La RAS mas prevalente para los pacientes que fallan al tratamiento con
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DSV es la S556G que se encuentra de forma natural en los genotipos 2 y 3 (100% de los
casos), asi como en el 97% de los pacientes con G4, siendo considerablemente menos
comun en el G1, variando en el genotipo 1a (G1a) entre del 0,6-3,1% y en el G1b entre

el 7-16% “'*17°,

5.3. Utilidad de estudios de resistencias en la practica clinica

Actualmente, el fracaso al tratamiento con AADs afecta a un 2-10% de los
pacientes, y en muchos casos, aungque no en todos, este es debido a la aparicién de

64,168

resistencias. . Dada la importancia clinica que tienen las RASs en la respuesta al

tratamiento con determinados regimenes de AADs, las actuales guias de tratamiento

han abordado la utilidad del estudio de RASs basal en la practica clinica 9091,

Actualmente, las guias de tratamiento no recomiendan la realizacion de un test
de resistencias antes del inicio de un tratamiento de primera linea frente al VHC .
Sin embargo, lo que indican es que, idealmente, si seria deseable analizar el patron de
resistencias en cada paciente previo al inicio de tratamiento, ya que esta informacién
ayudaria a elegir la mejor opcidn de tratamiento para cada paciente, incrementando
asi la probabilidad de alcanzar una RVS. No obstante, la realizacion de un test de
resistencias si se recomienda en determinadas circunstancias, como es el caso de
pacientes que no han respondido a las terapias con AADs. Este también se recomienda
antes del inicio del tratamiento con determinados regimenes que incluyen inhibidores
de NS5A (SOF/LDV; GZR/EBR; SOF/VEL; y SOF/DCV) y cuando estan presentes ciertas
caracteristicas del paciente; como es el caso de cirrosis, historia de fallo previo a
tratamiento, vy altos niveles de ARN-VHC. La mayoria de los datos que hacen referencia
al impacto y la seleccidn RASs se refieren a las infecciones por Gla y por G3. En el caso
de que las RASs estuviesen presentes en estos pacientes, seria necesario reforzar el
tratamiento, bien anadiendo RBV y/o prolongando la duracion del mismo, para

enmascarar el efecto que estas RASs pudieran tener en la respuesta al tratamiento.

Para evitar tener que evaluar las RASs basales en estos casos, lo que las guias de
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tratamiento actuales recomiendan es utilizar regimenes de tratamiento de primera
linea que no necesiten ningln estudio de resistencias previo al inicio del mismo *>°%.
En resumen, la utilidad del estudio de RASs en este momento depende de las
caracteristicas del paciente asi como de la combinacién de AADs ' y su utilidad es
relevante cuando los resultados podrian modificar el manejo del paciente, en cuanto a

la duracion de la terapia y/o la utilizacién de RBV.

Las recomendaciones actuales realizadas en torno a la realizacién de un de
resistencias basales han sido motivadas por diversos factores, como son el limitado
acceso a la determinacién de resistencias, la falta de consenso para las técnicas
utilizadas y la interpretacion de los resultados, todo ello sumado a las altas tasas de

®  Actualmente, solo se

RVS descritas para las actuales combinaciones con AADs
disponen de estudios comerciales para la deteccidn de RASs en EEUU pero estos son
muy costosos. En Europa, estos estudios comerciales no estan disponibles por lo que
los estudios de resistencias se basa en técnicas "caseras" basadas en secuenciacién

poblacional o secuenciacion profunda.

En cuanto al retratamiento de pacientes que no han respondido a terapias con
regimenes que contenian inhibidores de proteasa o inhibidores de NS5A, numerosos
estudios han sugerido que la presencia de RASs puede tener un impacto significativo

64,90,91,168,174. Por lo tanto, y

en la eficacia del régimen de segunda o tercera linea
principalmente debido al caracter persistente de las RASs que emergen durante el
tratamiento para los inhibidores de NS5A, el retratamiento debe ser optimizado

basandose en el estudio de resistencias **°*

. Sin embargo, la reciente aprobacion de
nuevas combinaciones pangenotipicas con alta barrera genética para el desarrollo de
resistencia y elevada potencia antiviral podrian cambiar este debate. Asi, las
combinaciones SOF/VEL/VOX y GLE/PIB combinado con SOF parecen ser efectivas en
erradicar el VHC en pacientes sin cirrosis o cirrosis compensada que han fracasado

V7178 pdemas, cuando las RASs se combinan con

previamente a regimenes con AADs
caracteristicas propias de los pacientes que los hacen muy dificiles de curar, las
combinaciones anteriores pueden beneficiarse tedricamente de afadir RBV y/o

aumentar la duracion del tratamiento a 16 o 24 semanas. Sin embargo, actualmente
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no se dispone de datos que apoyen estas indicaciones. En relacidén a la presencia de
cirrosis descompensada, ésta hace que estos pacientes no se puedan retratar con
regimenes que contengan inhibidores de NS3, por lo que dado la urgencia de
retratarlos, actualmente se recomienda el uso de la combinacién SOF/VEL con RBV

durante 24 semanas.
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JUSTIFICACION Y OBJETIVOS
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El objetivo del tratamiento frente al VHC es eliminar el virus y asi prevenir las
complicaciones asociadas con la infeccion. Durante la Ultima década, el escenario del
tratamiento de la infeccidn por VHC ha cambiado drasticamente debido al desarrollo
de nuevos agentes denominados antivirales de accién directa (AADs). Las nuevas
terapias con AADs han transformado el paradigma del tratamiento y el prondstico de
la infeccion por VHC, abandonando la era de los tratamientos basados en IFN
generalmente de eficacia reducida, inyectables, y muy mal tolerados, a una nueva era
donde la enfermedad puede ser erradicada con terapias altamente eficaces, de
administracion oral y bien toleradas. Ademads, los tratamientos con AADs ofrecen
nuevas oportunidades de tratamiento para aquellos grupos de pacientes que
tradicionalmente habrian sido dificiles de tratar, o incluso en aquellos grupos en los
que las terapias basadas en IFN estaban contraindicadas, incluyendo aquellos con

cirrosis descompensada o enfermedad hepatica severa.

La aprobacidn de diferentes AADs en un corto periodo de tiempo, ha permitido
disponer en la actualidad de un amplio arsenal terapéutico frente al VHC. En un primer
momento, la principal limitacion para implementar las nuevas terapias era su elevado
coste, lo que se solventd con el disefio e implementacién en mayo de 2015, del Plan
Estratégico para el Abordaje de la Hepatitis C (PEAHC) para establecer una estrategia
coste-efectiva y regular el acceso a los nuevos tratamientos. El objetivo del PEAHC era
dirigir de forma efectiva la prevencidon, el diagndstico, el tratamiento y la

monitorizacion de los pacientes con infeccion por VHC.

A pesar de las altisimas tasas de curacién (superiores al 90%) asociadas a los
nuevos AADs, existe todavia una proporcién de pacientes (entre el 2-10%) que no
alcanza una RVS. Entre las causas asociadas a esta falta de respuesta al tratamiento
con AADs se han identificado numerosos factores como el grado de fibrosis hepatica,
la exposicidn previa a terapias con IFN, la carga viral, el genotipo viral o la presencia de
RASs en determinadas regiones del genoma que limita la actividad antiviral de los
AADs. Ademas, las RASs generalmente se han asociado a fracaso terapéutico cuando
su presencia se combina con algunos de los demas factores relacionados con menores

tasas de RVS. En el momento del desarrollo de la tesis, la presencia de RASs era
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especialmente relevante en la respuesta a los AADs en el contexto de terapias basadas
en inhibidores de NS5A y en los genotipos 1a y 3. De manera que la presencia de RASs
especificas en la region NS5A podria comprometer la respuesta al tratamiento con
inhibidores de NS5A para estos genotipos y en presencia de otros factores de peor
respuesta previamente descritos. Todos estos factores han de tenerse en cuenta para

optimizar la elecciéon de tratamiento con el fin de asegurar la mejor respuesta posible.

En este contexto se desarrolld esta tesis para conocer las caracteristicas de la
poblacién con infeccidon crénica por VHC en el area sanitaria de A Corufia con los

siguientes objetivos:

1. Caracterizar el perfil de la infeccidon crénica por VHC en el area sanitaria de A
Coruia, y evaluar el impacto del PEAHC en el abordaje de la infeccion por VHC

en esta poblacion.

2. Evaluar la prevalencia de RASs basales en la regidon NS5A en pacientes con
infeccion crénica por VHC y genotipos 1a y 3 en el area sanitaria de A Coruiia, y
la necesidad y beneficios de la realizacidén de un estudio de resistencias previo
al inicio del tratamiento para optimizar las estrategias terapéuticas con los

AADs.
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ESTUDIO 1

Caracterizacion de la infeccion crénica por VHC en el
noroeste de Espaina: impacto del Plan Estratégico para el
Abordaje de la Hepatitis C (PEAHC) en el Sistema
Nacional de Salud en la cura del VHC
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MATERIALES Y METODOS.

ESTUDIO 1
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1. Diseiio y ambito de estudio

Se realizé un estudio observacional, de corte transversal en base a los datos
clinicos de pacientes con infeccidn crénica por VHC en seguimiento clinico por el
Servicio de Medicina Interna B de la Xerencia de Xestion Integrada de A Corufia (XXIAC)
y por la Unidad de Enfermedades Infecciosas del Servicio de Medicina Interna de la
Xerencia de Xestion Integrada de Ferrol (XXIF), ambos integrados dentro de la red del
Servizo Galego de Saude (SERGAS) durante el periodo comprendido entre Junio de

2014 y Diciembre de 2015.

Este estudio de investigacién cuenta con la aprobacién del Comité Etico de
Investigacion (CEIl) de Galicia con cddigo de registro 2013/249 y se realizé acorde a las
normas de Buena Practica Clinica establecidas de acuerdo a los principios de la
Declaracién de Helsinki, el Convenio relativo a los derechos humanos y la biomedicina,

y a la normativa vigente en materia de investigacion.

2. Sujetos de estudio

Los criterios de inclusidon para los pacientes de estudio fueron: ser mayor de 18
afios, presentar una serologia positiva para VHC, una carga viral de ARN-VHC superior a
1.000 unidades internacionales/mililitro (Ul/mL), y estar en seguimiento clinico en el
XXIAX o XXIF. Todos los pacientes firmaron el consentimiento informado
correspondiente a la linea de investigacién de Enfermedades Infecciosas debidamente
autorizada por el CEl de Galicia con cédigo 2013/244 y registrada en la Seccién de

Colecciones del Registro Nacional de Biobancos con cédigo C.0002530.

De cada uno de los pacientes incluidos en el estudio, se recogieron con ayuda
de un clinico especialista, variables sociodemograficas, epidemioldgicas, clinicas y
virolégicas de forma retrospectiva (Anexo A) con las que se elabord una base de datos.

Durante todo el proceso se cumplié la garantia de confidencialidad de la informacién
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segln la Ley 14/2007 de investigacion biomédica y la Ley Organica 15/1999 de
proteccion de datos de caracter personal, ambas vigentes en el momento de

desarrollo del estudio.

El tamafio muestral necesario para permitir estimar los parametros de interés
con un intervalo de confianza del 95% (a=0,05) y una precisién de 5%, fue estimado
en 384 pacientes. La fibrosis hepatica fue medida mediante elastografia de transicidon
(FibroScan, EchoSense, Francia) y los resultados obtenidos en kilopascales (kPa) se
transformaron teniendo en cuenta los siguientes criterios de la escala METAVIR: FO-F1
< 7,5 kPa; F2 > 7,5-9,5 kPa; F3 > 9,5-12,5 kPa y F4 > 12,5 kPa (definido como cirrosis
hepatica). La pauta y la duracién del tratamiento frente al VHC fue recogida en
aquellos pacientes que iniciaron tratamiento durante el afio 2015. La eficacia al
tratamiento fue definida como una RVS (definida como el ARN-VHC por debajo del

limite de deteccidn) a las 12 semanas después de finalizar el tratamiento

2.1. Procesamiento de las muestras y obtencidén del plasma

El material de partida para la determinacidn del genotipo fue el ARN viral, que
se aislé a partir de muestras de plasma. Para la obtencién del plasma de cada uno de

los pacientes se realizé el siguiente protocolo.

Las muestras de plasma fueron aisladas a partir muestras de 8 mL de sangre
periférica  total, almacenada en un tubo con anticoagulante acido
etilendiaminotetraacético (ethylene diamine tetraacetic acid, EDTA). El método
empleado para el aislamiento del plasma de las muestras de sangre, fue una
centrifugacién en gradiente de densidad con Ficoll. El Ficoll permite separar los
componentes de la sangre en funcion de su densidad, debido a la migracién diferencial
gue presentan dichos componentes durante la centrifugacion. Asi, tras el proceso de

centrifugacién, los componentes quedan distribuidos en funcién de su densidad, asi,
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los de menor densidad quedan localizados en la parte superior del tubo mientras los

gue de mayor densidad quedan en la parte inferior.

Para ello, se afiadieron 6 mL de Ficoll (Lymphocytes Isolation Solution; Rafer,
Espana) (previamente atemperado a 202C) a un tubo Falcon de 50 mL (Corning Science,
EEUU), al que posteriormente se afiadieron, con cuidado de no mezclar ambas fases, 8
mL de sangre periférica total. El tubo Falcon fue centrifugado a temperatura ambiente
durante 30 minutos a 2.000 revoluciones por minuto (r.p.m) sin ni aceleracién ni
deceleracion, para no romper asi el gradiente generado. Tras la centrifugacion, la
fraccién correspondiente al plasma quedd en la parte superior del tubo, y a
continuacion se encontraron otras dos fases, una formada por el Ficoll, y otra, la mas
densa de todas, compuesta por glébulos rojos y granulocitos. Entre las fases del
plasma y el Ficoll, se formdé un halo de células compuesto por las células
mononucleares de sangre periférica (Peripheral blood mononuclear cells, PBMCs). Con
ayuda de una pipeta pasteur, se procedié al aislamiento del plasma en crioviales

correctamente identificados.

Las alicuotas de plasma obtenidas tras el procedimiento descrito fueron
almacenadas a -802C en el Biobanco de A Corufia de la XXIAC, dentro de la coleccidn
de Enfermedades Infecciosas descrita anteriormente, debidamente autorizada por el
CEl de Galicia con cédigo 2013/244 vy registrada en la Seccién de Colecciones del

Registro Nacional de Biobancos con cédigo C.0002530.

2.2. Extraccion del ARN de las muestras de plasma

La extraccidn del ARN viral, se realizo a partir de muestras de plasmay con el kit
QIlAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Alemania). Las muestras de plasma se
descongelaron, al igual que los controles, que fueron tratados como una muestra mas
en todo el proceso, a 42C toda la noche. El primer paso, fue la mezcla del tampdn AVL

con el Carrier RNA. Para cada muestra se afiadieron 69 plL de control interno, 560 uL de
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la mezcla de tampodn AVL + Carrier RNA, y 500 pL de plasma. Todo ello se incubd a
temperatura ambiente 10 minutos y a continuacién se afiadieron a cada muestra 560
pL de etanol absoluto. Todo ello se pasé por el tubo colector, por medio de
centrifugaciones a 8.000 r.p.m., y el resto del proceso de extraccién se automatizé en
el QlAcube (Qiagen, Alemania). Todas las extracciones fueron programadas para un
volumen final de elucién del ARN de 60 pL en el tampdn AVE, compuesto por agua
libre de ribonucleasas (RNasas) y NaN3 al 0,04%. La automatizacion del proceso
permitid una extraccion mas eficiente del ARN y una mayor reproducibilidad de los
resultados. En cada una de las rondas de extraccion, se extrajo el ARN presente en las

muestras control.

El principio del kit de extraccidn del ARN viral, se basa la realizacion de una lisis,
bajo condiciones altamente desnaturalizantes que inactivan las ARNasas, para liberar
el ARN viral y facilitar su posterior unién especifica a una membrana de silica gel
inmovilizada en una columna. Mientras el ARN permanece unido a la membrana, el
resto de los contaminantes pasan a través de la misma y son eficientemente
eliminados por medio de dos lavados con tampones. Finalmente, el ARN purificado es
separado de la membrana por medio de un tampdn de elucion (libre de ARNasas,
proteinas, nucleasas y otros contaminantes) y es recogido para su almacenamiento o
procesamiento directo. En nuestro ensayo, el procesamiento del ARN viral fue

realizado inmediatamente después de su recoleccidn.

2.3. Determinacion del genotipo viral del VHC

En aproximadamente un tercio de los pacientes incluidos en el estudio, fue

necesaria la determinacién del genotipo del VHC.

Para la discriminacion del genotipo del VHC se realizé un ensayo molecular por
medio del kit comercial Abbott RealTime HCV Genotype Il (Abbott Molecular, EEUU) en

el sistema m2000rt 1l (Abbott Laboratories, EEUU). Este es un ensayo in vitro, que
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permite determinar todos los genotipos (1-6) asi como los subtipos 1ay 1b, a partir del
material genético extraido de muestras de plasma de los pacientes. Este ensayo

proporciona resultados con una exactitud superior al 95%.

La técnica se basa utilizar una PCR de transcripcion reversa (RT-PCR) para
amplificar las regiones 5'-UTR y NS5B del genoma del VHC, y detectar la fluorescencia
emitida por sondas especificas con marcaje fluorescente. El primer paso es la
retrotranscripcion del ARN, para lo que los cebadores reversos especificos para el VHC
y del control interno hibridan con sus dianas correspondientes y, por medio de la
actividad retrotranscriptasa de la enzima ADN polimerasa termoestable rTth
(thermostable rTth Polymerase Enzyme), el ARN es copiado en ADN complementario
(ADNCc). Después, se produce una fase de desnaturalizacidn, y tras ella, un segundo
cebador hibrida con la cadena de ADNc y, mediante la actividad ADN polimerasa de la
enzima rTth, se genera un ADN de cadena doble. La amplificacién exponencial del
producto se consigue mediante la repeticion de ciclos de ascenso y descenso de la

temperatura, dando lugar a una amplificacion de las secuencias diana.

En el ensayo se utilizan cuatro conjuntos de cebadores: el primer conjunto de
cebadores se unen a la region 5'-UTR y estan disenados para amplificar todas las cepas
del VHC; el segundo conjunto de cebadores estan disefiados para amplificar la region
NS5B del Gla; el tercer conjunto de cebadores del VHC estan disefiados para
amplificar la regién NS5b del G1b; y el cuarto conjunto de cebadores estan disefiados

para amplificar el control interno.

La siguiente parte del ensayo es la deteccién de la fluorescencia emitida por
diferentes sondas marcadas con distintos fluoréforos, lo que permite la discriminacion
simultanea de los productos amplificados especificos del VHC asi como del control
interno. En cada ciclo de amplificacién, las sondas hibridan con la diana de
amplificacidén correspondiente, en el caso de estar presente. El extremo 5' de cada
sonda especifica del VHC esta marcado con un fluoréforo, mientras que el extremo 3'
estda marcado con un extintor de fluorescencia y un grupo para la unién con el surco

menor (Minor Groove Binder, MGB). En ausencia de secuencias diana del VHC, la
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fluorescencia de la sonda es extinguida. En presencia de secuencias diana del VHC, la
sonda hibrida con su secuencia complementaria. Durante la fase de elongacidn, la
actividad exonucleasa 5'-3' de la polimerasa rTth degrada la sonda hibridada en los
constituyentes nucleotidicos, separando el extintor de fluorescencia del fluoréforo, y

permitiendo asi la emisidn de la fluorescencia y su deteccidn.

Este ensayo cuenta con dos sistemas de control de calidad de la técnica. Para el
primero, en cada muestra se introduce un control interno que es una secuencia de
ARN no relacionada con la secuencia diana del VHC que se amplifica simultaneamente
por RT-PCR. Este control interno es un conjunto de cebadores que estan disenados
para amplificar una regién del gen de la hidroxipiruvato reductasa de la calabaza,
Curcubita pepo, y que se suministra diluido en plasma humano negativo. Ademas del
control interno, el ensayo requiere de un segundo control de calidad de la técnica.
Para ello se utilizan dos muestras control (un control positivo y un control negativo),
contenidos en el kit de controles anteriormente mencionado, que con extraidos y
cuantificados como una muestra mas durante todo el proceso. Las muestras de los
controles positivo y negativo estdn formadas por plasma humano testado frente a
anticuerpos del VHC, y que contienen secuencias de ARN viral no infectivas,
encapsuladas y con concentraciones conocidas. Todos los viales de controles, tanto el
del control interno como los de los controles negativos y positivos, fueron desechados

en cada ronda de extraccion, siguiendo las recomendaciones del fabricante.

El primer paso del ensayo fue la calibracién optica del sistema m2000rt Il para
la correcta medicién y diferenciacién de los distintos fluoréforos durante el ensayo.
Para ello se empled el kit de calibradores previamente mencionado, que se compone
de las siguientes placas para calibrar el instrumento: la Placa FAM
(carboxifluoresceina); la placa ROX (carboxi-X-rodamina); la placa VIC (fluoréforo
patentado por Abbott); la placa NED (fluoréforo patentado por Abbott); y la placa Cy5

(cianina).

Una vez elaborada la recta de calibrado, se procedio a la deteccidén del genotipo

de las muestras. Para ello, se utilizo el kit de reactivos de amplificacién anteriormente
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mencionado. Atendiendo a las recomendaciones del fabricante, se prepararon tres
mezclas: A, B y C. Cada reactivo de oligonucledtidos (A, B o C) (Oligonucleotide
Reagent) fue preparado con la enzima polimerasa termoestable rTth (thermostable
rTth Polymerase Enzyme) y con el reactivo de activacién (Activation Reagent). A
continuacion se cargaron 40 pl de los reactivos de amplificaciéon A, By C en la placa de
PCR Abbott 96-Well Optical Reaction Plate (Abbott Molecular, EEUU) para cada una de
las muestras, a los que se afadieron 20 uL del ARN previamente aislado. Las placas
fueron cubiertas con el sellador Abbott Optical Adhesive Cover (Abbott Molecular,
EEUU) e introducidas en el termociclador m2000rt Il (Abbott Molecular, EEUU). En
todas las placas de PCR analizadas, ademas de las muestras de los pacientes, fueron

incluidas las muestras control.

2.4. Interpretacion de los resultados obtenidos

El instrumento Abbott m2000rt /I detecta la fluorescencia en cada pocillo de
reaccion y después de cada ciclo. La reaccidon A detecta todas las cepas del VHC, el G1a
y el G3; la reaccidon B detecta los genotipos 1y 2 y el G1lb; y la reaccién C detecta los
genotipos 4, 5 y 6. Si los controles son validos, el sistema Abbott m2000rt Il comunica

automaticamente la asignacion del genotipo para cada muestra.

3. Andlisis estadistico

El analisis estadistico se llevd a cabo utilizando el paquete estadistico SPSS
v19.0 (SPSS Inc, EEUU) y en colaboracién con la Unidad de Epidemiologia del XXIAC.
Este se realizé a partir de las variables epidemioldgicas, sociodemograficas, clinicas y
viroldgicas recogidas en la base de datos para cada uno de los pacientes del incluidos

en el estudio.
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Las caracteristicas basales de la poblacion de estudio se expresaron como
medias (+ desviacion estandar) o medianas [rango intercuartilico] en el caso de las
variables cuantitativas; y como porcentaje (valor absoluto) en el caso de las variables
cualitativas. En todos los estudios se comprobd la normalidad en la distribucién de las
diferentes variables cuantitativas mediante el test de Kolmogorov-Smirnov. Para la
comparacién de variables se utilizé el test Chi cuadrado (X?) o el test exacto de Fisher
para variables cualitativas y el test T de Student o el test U de Mann-Whitney para
variables cuantitativas, en funcion de si se trataba de una variable con distribucion
normal o no, respectivamente. Los test se consideraron estadisticamente significativos

cuando los p-valores obtenidos fueron inferiores a 0,05.
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RESULTADOS.

ESTUDIO 1
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1. Caracteristicas basales de la poblacién de estudio

Se incluyeron un total de 387 pacientes en el estudio, de los cuales 143 eran
pacientes monoinfectados por VHC y 223 co-infectados VIH/VHC. En 21 pacientes se

desconocia si existia co-infeccion por VIH.

Las principales caracteristicas sociodemograficas, epidemioldgicas, clinicas y
virolégicas de la poblacion de estudio aparecen recogidas en la Tabla Il. La mayoria

eran varones (76,2%, n=281) con una edad media de 50+9,5 arfios.

A nivel de la infeccidén por VHC, el tiempo medio desde el diagndstico hasta la
muestra fue de 1617 afios. La via de transmisidn mads prevalente en la cohorte fue la de
UDVP (66,5%, n=256). En un 26,2% (n=101) de los pacientes se desconocia la via de
transmisién. El grupo otras, agrupa a las transmisiones de tipo sexual y nosocomial,
que tuvieron una prevalencia baja (7,3%, n=28). La mediana de la carga viral del VHC,
en el momento de la realizacién del estudio, fue de 6,01 [5,03-6,48] logo (logaritmo en
base 10) Ul/mL. Atendiendo al genotipo viral del VHC (Figura 14), el G1 fue el mas
prevalente representando mas de la mitad de las infecciones (66,1%, n=255), seguido
del G3 (16,8%, n=65). Dentro del G1, el Gla fue el mds prevalente (63,1%, n=161) y en
un 1,6% (n=6) de los pacientes el subtipo del G1 no pudo ser determinado. Adem4s, no
se detectd ningun paciente con los genotipos 5 y 6. En relacion al polimorfismo de la
IL-28B, el 67,3% (n=157) de la cohorte presentd los polimorfismos CT o TT que son

aquellos menos favorables para responder al tratamiento con IFN.

A nivel del dafo hepatico y las complicaciones asociadas a la progresiéon de la
enfermedad, el 28,2% (n=100) eran pacientes cirrdticos, es decir, eran F4 en la escala
METAVIR (Figura 15). Ademas, el 60,71% (n/N=17/28) de estos pacientes cirrdticos
presentaban una cirrosis descompensada, lo que a nivel global representd una
prevalencia de descompensacién hepatica previa del 4,4% (n=17). La mas frecuentes
fueron la descompensacién hidréopica (3,9%, n=15), la encefalopatia (1,3%, n=5) y/o el
sangrado gastrointestinal (0,8%, n=3). Ademas, el 1% de los pacientes tenia un

hepatocarcinoma celular (n=4) y el 3,9% presentaba manifestaciones extrahepaticas
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como crioglobulinemia (0,8%, n=3), neuropatia (0,3%, n=1), porfiria cutdnea tarda
(1,6%, n=6), glomerulonefritis (1%, n=4) o trombopenia (0,3%, n=1). La mediana de las
enzimas hepdticas AST, ALT y gamma glutamil transpeptidasa (GGT) fue de 39 [28-61]
Ul/mL, 45 [29-78] Ul/mL, 60 [31-114] Ul/mL, respectivamente.

Gla

G1lb

G1 no subtipado
G2

G3

G4

OO0OOB@

Figura 14. Distribucién de los genotipos de los pacientes con infeccidn crénica por VHC.

1 F4

Figura 15. Distribucidon de la fibrosis hepatica (atendiendo a la escala METAVIR) de los

pacientes con infeccion crénica por VHC.
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En relacidn a la exposicidn previa a tratamiento, mas de un tercio de la cohorte
(34,4%, n=133) eran pacientes pretratados, el 81,8% (n=108) habia recibido el régimen
cldsico de peg-IFN+RBV y el 15,2% (n=20) combinaciones de peg-IFN+RBV con
inhibidores de proteasa de primera generacién como BOC o TPV. El tipo de respuesta
al mismo fue como sigue: 31,8% (n=42) respuesta nula, 25,8% (n=34) recaida, 21,2%
(n=28) intolerancia a peg-IFN+RBV, 10,6% (n=14) respuesta parcial, y 10,6% (n=14)

respuesta desconocida.

Atendiendo a la co-infeccion por otros virus la prevalencia de co-infeccion
VHC/VHB fue baja (0,3%, n=1). Sin embargo, mas de la mitad de los pacientes incluidos
en el estudio presentaba co-infeccidon por VIH (60,9%, n=223) mientras que el 39,1%
(n=143) restante eran pacientes monoinfectados por el VHC. En relaciéon a las
caracteristicas de la infeccién por VIH de los pacientes co-infectados VIH/VHC, la
mayoria de los pacientes (95,9%, n=213) se encontraban recibiendo tratamiento
antirretroviral (TAR) y el 80% de ellos (n/N=170/213) tenia una viremia suprimida
[ARN-VIH<50 copias/mL (cop/mL)]. La pautas de TAR estaban compuestas,
principalmente, por dos inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de nucledsido
combinados con otra molécula. La mas prevalente fue la combinacion con un inhibidor
de proteasa (43,8%, n=91), seguido de la combinacién con un no andlogo de
nucledsido (28,8%, n=60), un inhibidor de la integrasa (13,5%, n=28) y finalmente otros
regimenes (13,5%, n=28). A nivel inmunoldgico, la mediana de linfocitos CD4+ fue de

566 [312-750] células/mm>.
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Tabla Il. Caracteristicas sociodemograficas, epidemiolégicas, clinicas y viroldgicas de los

pacientes con Hepatitis C crénica.

Caracteristicas Monoinfeccion Co-infeccion p-valor Total (n=387)
VHC (n=143) VIH/VHC (n=223)

Tiempo con infeccidn por VHC (afios) 15 [8-19] 18 [13-23] <0,001 17 [11-21]
Edad (afios) 50 [43-55] 49 [44-53] 0,163 49 [45-54]
Género masculino 75,5 (108) 74 (165) 0,742 72,6 (281)
Via de transmision <0,001

UDVP 44,8 (64) 85,7 (190) 66,5 (256)

Desconocido 47,6 (67) 7,6 (17) 26,2 (101)

Otras 7,7 (11) 6,7 (15) 7,3 (28)
AST (mg/dL) 37 [26-59] 42 [30-65] 0,051 39 [28-61]
ALT (mg/dL) 47 [25-88] 46 [32-78] 0,595 45 [29-78]
Exposicidn previa a tratamiento 0,901

Naive 65,7 (94) 66,4 (148) 65,6 (254)

Pretratado 34,3 (49) 33,6 (75) 34,4 (133)
ARN-VHC (log;o Ul/mL) 6,01 [5,03-6,48] 6,21 [5,59-6,65] 0,007 6,13 [5,24-6,58]
Polimorfismo IL-28B 0,019

cC 24,3 (17) 41,5 (68) 36,3 (87)

cT 61,4 (43) 42,1 (69) 47,9 (119)

T 14,3 (10) 16,5 (27) 15,8 (38)
Genotipo VHC 0,001*

la 43 (61) 41,7 (93) 41,5 (160)

1b 30,3 (43) 16,1 (36) 23 (89)

1 (no subtipado) 0,7 (1) 1,3 (3) 1,6 (6)

2 3,5(5) 0,4 (1) 1,8 (7)

3 13,4 (19) 20,6 (46) 16,8 (65)

4 9,2 (13) 19,7 (44) 15,3 (59)
Fibrosis hepatica 0,364

FO-F1 29,2 (38) 38,5 (79) 34,3 (122)

F2 24,6 (32) 20 (41) 22 (78)

F3 16,9 (22) 14,6 (30) 15,5 (55)

F4 29,2 (38) 26,8 (55) 28,2 (100)
Fibrosis hepatica (kPa) 8,8 (6,9-14,5) 8,5 (6,1-13,4) 0,299 8,7 (6,3-14,3)
Tratamiento VHC durante 2015 64,3 (92) 42,4 (94) <0,001 52,7 (204)
Régimen de tratamiento

AAD (SOF o SMV)+peg-IFN+RBV 6,5 (6) 0(0) 3 (6)

SOF/DCV+RBV 14,1 (13) 25,5 (24) 18,6 (38)

SOF/LDV+RBV 43,5 (40) 62,8 (59) 51 (104)

SOF/SMV+RBV 9,8 (14) 8,5 (8) 10,3 (21)

SOF+RBV 6,5 (6) 0(0) 3,4(7)

DSV/OBV/PTV/r 15,2 (14) 2,1(2) 10,3 (21)

OBV/PTV/r 4,3 (4) 1,1 (1) 3,4 (7)
Duracion del tratamiento 0,103**

8 semanas 1,1(1) 0(0) 0,5 (1)

12 semanas 74,4 (67) 64,5 (60) 70,6 (142)

24 semanas 24,4 (22) 35,5 (33) 28,9 (58)
Co-infeccién VHB 0(0) 0,5 (1) 0,999 0,3 (1)

Los datos se expresan como mediana [rango interquartilico] para las variables cuantitativas o % (n) para
las variables cualitativas. Los p-valores significativos aparecen resaltados en negrita. Abreviaturas: AAD:
antiviral de accién directa; ALT: alanina aminotransferasa; AST: aspartato aminotransferasa; DCV:
daclatasvir; DSV: dasabuvir; IL-28B: interleuquina 28B; kPa: kiloPascal; LDV: ledipasvir; OBV: ombitasvir;
peg-IFN: interferén pegilado; PTV: paritaprevir; r; RBV: ribavirina; SMV: simeprevir; SOF: sofosbuvir;
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UDVP: usuarios de drogas por via parenteral; Ul/mL: unidades internacionales por mililitro; VHB: virus
de la hepatitis B; VHC: virus de la hepatitis C; VIH: virus de la inmunodeficiencia humana. * Comparando
los genotipos 1a, 1b, 3 y 4. ** Comparando 8-12 semanas vs. 24 semanas.

2. Impacto del Plan Estratégico espaiol y las caracteristicas del tratamiento para el
VHC

Durante el 2015, el 52,7% (n=204) de los pacientes iniciaron tratamiento para el
VHC. El 64,9% (n=251) de los pacientes incluidos en el estudio presentaban alguna de
las caracteristicas propuestas por el PEAHC para la priorizacién de tratamiento frente
al VHC, y durante el afio 2015 se inicié tratamiento contra el VHC en el 73,7% (n=185)

de los mismos.

Las principales combinaciones de AADs utilizadas, asi como la duracién del
tratamiento se muestran en la Figura 16 y en la Figura 17, respectivamente. La pauta
mas prevalente fue SOF/LDV+RBV (nombre comercial Harvoni), utilizada en mas del
50% (51%, n=104) de los pacientes. Le siguieron las combinaciones de SOF/DCV+RBV
(nombre comercial Solvaldi + Daklinza), SOF+SMV+RBV (nombre comercial Sovaldi +
Olysio) y DSV/OBV/PTV/r (nombre comercial Pack Viekira) utilizadas en un 18,6%
(n=38), 10,3% (n=21), y 10,3% (n=21) de los pacientes, respectivamente. El 38,2%
(n/N= 78/204) de estos regimenes con AADs incluyeron RBV. Ademas, la duracién del
tratamiento frente al VHC principalmente seleccionada, fue de 12 semanas en
aproximadamente 3/4 de los pacientes (70,6%, n=142), seguida de la duracion de 24
semanas (28,9%, n=58). Tan sdlo un paciente se traté frente al VHC con un tratamiento

de 8 semanas de duracion.
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Figura 16. Distribucién de las combinaciones de AADs utilizadas durante el tratamiento de la

infeccién crdénica por VHC.
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Figura 17. Distribucién de la duracidn del tratamiento con AADs en el tratamiento de la

infeccién crénica por VHC.

3. Caracteristicas de la poblacion co-infectada VIH/VHC
En el estudio se diferenciaron dos sub-poblaciones, la de pacientes

monoinfectados por VHC y la de pacientes co-infectados VIH/VHC. Las principales

caracteristicas sociodemograficas, epidemioldgicas, clinicas y viroldgicas de ambas sub-
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poblaciones aparecen recogidas en la Tabla Il. Ambas sub-poblaciones fueron

comparadas entre si.

A nivel epidemioldgico se observaron diferencias significativas entre ambas
sub-poblaciones en relacion al tiempo medio de infeccion por VHC donde este fue
mayor en la poblacién co-infectada VIH/VHC (13,7 afios vs. 17,6 afos; p-valor < 0,001)

(Figura 18).
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Figura 18. Comparacidon del tiempo medio de infeccién entre la sub-poblacién monoinfectada

por el VHC y la co-infectada VIH/VHC. El punto representa la media y las lineas la desviacién

tipica.

En relacion a las caracteristicas de la infeccién por VHC también se observaron
diferencias significativas entre los pacientes monoinfectados por VHC y los co-
infectados VIH/VHC. En cuanto a la distribucion de las vias de transmision del VHC en
la poblaciéon monoinfectada por el VHC se observé una mayor proporcién de pacientes
con una via de transmisién desconocida y menor de UDVP (47,6% vs. 7,6%, y 44,8% vs.

85,7%; respectivamente, p-valor <0,001) (Figura 19).
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Figura 19. Comparacion del tiempo medio de infeccién entre la sub-poblacién monoinfectada

por el VHC y la co-infectada VIH/VHC.

A nivel de la distribucion de los genotipos y subtipos virales, también se
observaron diferencias significativas entre ambas sub-poblaciones. Los pacientes
monoinfectados por el VHC presentaron mayor porcentaje de pacientes con genotipos
1by 2 y menor porcentaje de G3 y G4 en comparacion con los pacientes co-infectados
VIH/VHC (30,3% vs. 16,1% para G1b; 3,5% vs. 0,4% para G2; 13,4% vs. 20,6% para G3; vy
9,2% vs. 19,7% para G4; p-valor < 0,001) (Figura 20). Ademas, en relacion con la carga
viral del VHC (ARN-VHC) esta fue significativamente mayor en la poblacién co-
infectada VIH/VHC (6,1 logio Ul/mL vs. 5,9 logie Ul/mL; p-valor = 0,007) (Figura 21).
Atendiendo al polimorfismo IL-28B, la poblacién monoinfectada por el VHC presentd
un menor porcentaje de pacientes con el polimorfismo CC y un mayor porcentaje de
pacientes con el polimorfismo CT en comparacién con los pacientes co-infectados
VIH/VHC (24,3% vs. 41,5%; 61,4% vs. 42,1%, respectivamente, p-valor = 0,019) (Figura
22).
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Figura 20. Comparacién de genotipos y subtipos entre la sub-poblacién monoinfectada por el

VHC y la co-infectada VIH/VHC.
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Figura 21. Comparacion de la carga viral del VHC entre la sub-poblacién monoinfectada por el

VHC y la co-infectada VIH/VHC. El punto representa la media y las lineas la desviacién tipica.
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Figura 22. Comparacién del polimorfismo IL-28B entre la sub-poblacién monoinfectada por el

VHC y la co-infectada VIH/VHC.

En relacidon a la pauta de tratamiento contra el VHC empleada también se
observaron diferencias significativas entre la poblacion monoinfectada por el VHC vy la
co-infectada VIH/VHC (p-valor < 0,001) (Figura 23). Las combinaciones SOF/DCV+RBV o
SOF/LDV*RBV fueron mas prevalentes en la poblacion co-infectada VIH/VHC (25,5% vs.
14,1%; 62,8% vs. 43,5%; respectivamente), las combinaciones SOF o SMVz*peg-
IFN+RBV o SOF+RBV no se seleccionaron en ningln paciente, y las combinaciones
DSV/OBV/PTV/r o OBV/PTV/r tuvieron una prevalencia menor en comparacion con la

poblacion monoinfectada por el VHC (2,1% vs. 15,2%, 1,1% vs. 4,3%; respectivamente).

En cuanto al resto de caracteristicas, las sub-poblaciones fueron homogéneas.
Atendiendo a las caracteristicas epidemiolégicas, no se observaron diferencias
significativas de acuerdo en cuanto a la edad (p-valor = 0,163) o género (0,742). En
relacion a los parametros clinicos tampoco se observaron diferencias significativas en
los niveles de las enzimas hepaticas AST (p-valor = 0,051) o ALT (p-valor = 0,595). En
cuanto a las caracteristicas propias de la infeccion por VHC no se observaron
diferencias significativas entre ambas sub-poblaciones en relacién al tratamiento
previo para el VHC (p-valor = 0,901) o a la fibrosis hepatica (p-valor = 0,364). En

relacién al tratamiento seleccionado frente al VHC, tampoco se observaron diferencias
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significativas en relacion a la duracion seleccionada para el mismo (p-valor = 0,103;

comparando 8-12 semanas frente a 24 semanas).
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Figura 23. Comparacioén de los regimenes utilizados para el tratamiento del VHC entre la sub-

poblaciéon monoinfectada por el VHC y la co-infectada VIH/VHC.

4. Respuesta viral sostenida en funcién de diferentes subgrupos

De forma global, el 96,5% (n=147) de los pacientes alcanzaron RVS. Esta RVS se
analizo en relacion a diferentes subgrupos tanto relacionados con factores virolégicos
y del huésped como el genotipo del VHC, la fibrosis hepatica, la co-infeccidén con el VIH
y la exposicion previa al tratamiento (Figura 24); como con factores relacionados con
las caracteristicas del tratamiento frente al VHC utilizado como la pauta y la duracién
del mismo (Figura 25). No se observaron diferencias significativas en relacién a la RVS
atendiendo al genotipo del VHC (96,2% G1 vs. 95,7% no G1; p-valor = 0,999; y 88,2%
G3 vs. 97,1% no G3, p-valor = 0,181), a la fibrosis hepatica (97,2% F2-F3 vs. 93,5% F4,
p-valor = 0,408), a la co-infeccidn por VIH (95,5% monoinfectados VHC vs. 98,5% vs. co-
infectados VIH/VHC; p-valor = 0,395), ni a la exposicién previa a tratamiento (99%

monoinfectados VHC vs. 93,2% vs. co-infectados VIH/VHC; p-valor = 0,086).
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Figura 24. Tasas de RVS en relacidn a factores del virus y del huésped: genotipo del VHC,

fibrosis hepatica, co-infeccion por VIH y exposicidn previa a tratamiento.

5. Caracteristicas de los pacientes que no alcanzaron respuesta viral sostenida

En relacion a los pacientes que no alcanzaron una RVS (n=6), cinco habian sido
tratados previamente con regimenes basados en IFN, cuatro eran cirréticos, y uno era
co-infectado VIH/VHC. Atendiendo a los genotipos del VHC, habia cuatro pacientes con
G1 y dos con G3. En relacidn a los subtipos del G1, sélo uno de ellos era Gla aunque en
otro paciente el subtipo no pudo ser determinado. Cuatro de los fracasos se definieron
como recaida, otro por intolerancia a un régimen de AADs combinado con peg-IFN y
otro fue el caso de un paciente que sufrid una descompensacion hepatica que le
provocé la muerte. De seis pacientes que fracasaron, tres fueron re-tratados, uno con
SOF+peg-IFN+RBV, otro con SOF/LDV+RBV y otro con SOF/DCV+RBV. Los dos primeros
alcanzaron RVS tras el re-tratamiento, y el ultimo se encontraba todavia en
tratamiento en el momento del analisis de los datos. Ademas, un paciente fallecio tras

el re-tratamiento por hepatocarcinoma celular.
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Figura 25. Tasas de RVS en relacién a factores relacionados con el tratamiento frente al VHC:

regimen de AADs y duracién del tratamiento.

Los resultados obtenidos en este estudio aparecen recogidos en el articulo:
Characterization of chronic HCV infection in Northwest Spain: Impact of the
treatment strategic plan of the Spanish National Health Service on HCV cure,
publicado en enero de 2017 en la revista J Med Virol- Journal of Medical Virology

(Anexo B). Factor de Impacto (JCR 2017): 1,988. Q2 Infectious Diseases.
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ESTUDIO 2

Prevalencia de RASs en la region NS5A en pacientes con
infeccion por VHC y genotipos 1a y 3: impacto en las
estrategias terapéuticas actuales
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MATERIALES Y METODOS.

ESTUDIO 2
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1. Disefio, ambito de estudio

Se realizd un estudio observacional en una cohorte de pacientes con infeccion
cronica por el VHC y genotipos 1a y 3 en seguimiento clinico por el Servicio de
Medicina Interna B del XXIAC y por la Unidad de Enfermedades Infecciosas del Servicio
de Medicina Interna del XXIF, ambos integrados dentro de la red SERGAS, en el periodo

comprendido entre junio de 2014 y junio de 2016.

Este estudio ha sido aprobado por el CEl de Galicia (codigo de registro
C.0003724) y ha sido realizado de acuerdo con las exigencias éticas y legales
establecidas por la Declaracién de Helsinki de la Asociacion Médica Mundial, el
Convenio relativo a los derechos humanos y la biomedicina, y a la normativa vigente

en materia de investigacion.

2. Sujetos de estudio

Los criterios de inclusidn para los pacientes incluidos en el estudio fueron: ser
mayor de 18 afos, tener una serologia positiva para el VHC, estar en seguimiento
clinico en el XXIAX o XXIF, ser pacientes naive a regimenes basados en inhibidores
NS5A, y tener un ARN-VHC >1.000 Ul/mL. Todos los pacientes firmaron el
consentimiento informado correspondiente a la linea de investigacion de
Enfermedades Infecciosas debidamente autorizada por el CEl de Galicia con cddigo
2013/244 y registrada en la Seccion de Colecciones del Registro Nacional de Biobancos

con cédigo C.0002530.

Con ayuda de un clinico especialista se recogieron variables sociodemograficas,
epidemioldgicas, clinicas y virolégicas de forma retrospectiva de cada uno de los
pacientes incluidos en el estudio (Anexo C). La fibrosis hepatica fue medida mediante
elastografia de transicidon (FibroScan, EchoSense, Francia) y los resultados expresados

kPa se tranformaron en la escala METAVIR atendiendo al criterio explicado en el
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estudio 1. Durante todo el proceso se cumplid la garantia de confidencialidad de la
informacién segun la Ley 14/2007, de investigacion biomédica y la Ley Organica
15/1999, de proteccion de datos de caracter personal, ambas vigentes en el momento

del estudio.

2.1. Procesamiento de las muestras y obtencién del plasma

El analisis de la regidn NS5A se realizd a partir de muestras de plasma obtenidas

siguiendo la metodologia descrita en el Estudio 1 (apartado 3.1.).

Las alicuotas de plasma obtenidas tras el procedimiento descrito fueron
almacenadas a -802C en el Biobanco de A Corufia de la XXIAC, dentro de la coleccién
de Enfermedades Infecciosas descrita anteriormente, debidamente autorizada por el
CEl de Galicia con cédigo 2013/244 vy registrada en la Seccién de Colecciones del

Registro Nacional de Biobancos con cédigo C.0002530.

2.2. Extraccion del ARN de las muestras de plasma

La extraccion del ARN viral, se realizd a partir de las muestras de plasma. Para
ello se utilizd el kit comercial QlAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Alemania),
atendiendo a las recomendaciones del fabricante, mediante su automatizacién en el
QIAcube (Qiagen, Alemania), lo que permite una extraccién mas eficiente, de mayor
calidad y con una mayor reproducibilidad de los resultados. El volumen de plasma
necesario para la extraccion fueron 140 pL de plasma. Todas las muestras fueron
descongeladas a 4°C toda la noche previa al proceso de extraccidn. El principio del kit

de extraccion del ARN viral es el mismo que el explicado en el Estudio 1 (apartado 3.2).

Una vez extraido el ARN viral, se evalud su concentracion y pureza utilizando el

espectrofotémetro NanoDrop 1000 (Thermo Fischer Scientific, EEUU) y el software
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asociado del fabricante, midiendo las absorbancias (Abs) a 280 nm, 260 nm y 230 nm
para analizar: la concentracion del ARN (Abs 260); la contaminacidn por sales-alcoholes

(Abs 260/230); y la contaminacion por proteinas (Abs 260/280).

2.3. Amplificacion de la region NS5A

El primer paso para la amplificacién del dominio | de la regiédn de NS5A fue la
realizacion de una RT-PCR, por la que, mediante la retrotranscripcion del ARN, este es

copiado en ADNc.

Debido a la elevada heterogeneidad del VHC, el ensayo de RT-PCR fue disefado
de forma diferente atendiendo al genotipo viral. A continuacion, se describen los

protocolos empleados para cada uno de los genotipos.

Genotipo 1a. Para la RT-PCR del G1a se utilizo el kit comercial OneStep RT-PCR
(Qiagen, Alemania), atendiendo a las recomendaciones del fabricante. El kit se basa en
una combinacién de una RT-PCR seguida de una PCR convencional. Esto, permite la
obtencion y amplificacion de la regién de ADNc de interés, mediante el disefio de
cebadores especificos. Los cebadores empleados en esta reaccidon aparecen recogidos

en la Tabla lll.

La RT-PCR se realizé a un volumen final de 50 uL para cada una de las muestras:
25 ul agua ultrapura para biologia molecular (Ultrapure Water tested for Molecular
Biology applications; Merck-Millipore, Alemania), 10 pL tampdn (5x QIAGEN OneStep
RT-PCR Buffer; Qiagen, Alemania), 2 pL mezcla de desoxinucledtidos trifosfato (dNTPs)
(Qiagen, Alemania), 2 puL enzima (QIAGEN OneStep RT-PCR Enzyme; Qiagen, Alemania),
3 pL cebador EF1a, 3 plL cebador ER1ay 5 pL ARN viral.

El programa empleado fue el siguiente: una RT-PCR inicial de 30 minutos a
509C, seguida de una PCR convencional con un ciclo inicial de activacidon de 15 minutos

a 95°2C y 45 ciclos de amplificacion con una desnaturalizaciéon a 94°C durante 35
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segundos, una hibridacion a 54°C 35 segundos y una elongacion a 722C durante 90

segundos. El programa se completd con una elongacidén final de 10 minutos a 729C.

Tabla lll. Cebadores empleados en la RT-PCR de la regiéon NS5A en pacientes con VHC y Gla.

Cebador Posiciones Secuencia de nucleétidos (5'-3') Sentido  Amplicén

polimoérficas

EFla 6057 GTTGGCCCGGGCGAGGG Directo 999 pb

ER1a 7056 CGCCCATCTCCTGCCTCCA Reverso

Durante todo el proceso de amplificacidn, se utilizaron controles negativos, sin

ARN, con el fin de comprobar las posibles contaminaciones externas.

Genotipo 3. Para la RT-PCR del G3 se empled kit Revert H Minus First Strand
cDNA Synthesis (Thermo Fisher Scientific, EEUU), atendiendo a las recomendaciones
del fabricante. Este kit se basa en el uso de cebadores hexaméricos aleatorios que

permiten la obtencion y amplificacion de una regién indefinida de ADNc.

La reaccién de RT-PCR, se divide en dos sub-reacciones. La primera reaccién, se
caracteriza por la hibridacion de los cebadores hexaméricos aleatorios. Esta reaccién
se realizd a un volumen final de 12 pL: 11 pL de ARN viral y 1 plL de los cebadores
hexaméricos aleatorios (Random Hexamer Primer; Thermo Fisher Scientific, EEUU). Se
incubd 5 minutos a 652. La segunda reaccion es la propia retrotranscripcién. Esta
reaccién se realizé a un volumen final de 8 uL: 5 pL tampdn (5X Reaction Buffer;
Thermo Fisher Scientificc EEUU), 1 pL de inhibidor de ARNasas (RibolLock RNase
Inhibitor; Thermo Fisher Scientific, EEUU), 2 uL de mezcla de dNTPs (10 mM dNTP Mix;
Thermo Fisher Scientific, EEUU), 1 uL de enzima (RevertAid H Minus Reverse
Transcriptase; Thermo Fisher Scientific, EEUU). Para la sintesis del ADNc, se incubd 5

minutos a 252C, seguido de 60 minutos a 422C, y un paso final de 5 minutos a 72°C.
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Con el fin de incrementar la cantidad de producto de ADNc, y con ello la
especificidad y la sensibilidad en |la posterior secuenciacién del dominio | de la regién
NS5A, se realizé una PCR anidada (Nested PCR). La PCR anidada, se basa en el empleo
de cebadores especificos que anillan internamente a la regiéon amplificada durante la

RT-PCR previamente realizada.

La PCR anidada, tanto en Gla como en G3, se realizd mediante el kit comercial
HotstarTaqg Master Mix Kit (Qiagen, Alemania), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Los cebadores empleados en la PCR anidada aparecen recogidos en la Tabla

IV.

Tabla IV. Cebadores empleados en la Nested PCR de la regién NS5A en pacientes con VHC y

genotipos lay 3.

Genotipo Posicion Cebador Secuencia de nucleétidos (5'-3') Sentido Amplicon
VHC polimérfica
Gla 6129 IFla TCCCCCACGCACTACGTG Directo 859 pb
6988 IR1a GTGCAAGTTGCCTTGAGAGA Reverso
G3 6191 NS5A-3a_F CYGCATTGCTGAGTTCTCTA Directo 557 pb
6748 NS5A-3a_R GYAGTCTCACYCCATCCACTTC Reverso

La PCR anidada se realizé a un volumen final de 25 pL para cada una de las
muestras: 7 pL agua ultrapura para biologia molecular (Ultrapure Water tested for
Molecular Biology applications; Merck-Millipore, Alemania), 12,5 uL mezcla de dNTPS,
tampodn y enzima (HotStarTag Master Mix; Qiagen, Alemania), 1,25 uL primer directo,

1,25 plL primer reversoy 3 uL ADNc.

El programa de PCR anidada empleado para los genotipos 1a y 3 consistio en un

ciclo de activacidn inicial de la enzima a 952C durante 15 minutos, seguido de 45 ciclos
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de amplificacion formados cada uno de ellos por un primer ciclo de desnaturalizacién
de 33 segundos a 949C, seguido de una hibridacion de 30 segundos a 602C y una
elongacion final de 45 segundos a 722C. Por ultimo, se afiadié un paso de extensién

final de 5 minutos a 722C.

Una vez realizada la PCR, se comprobd la correcta amplificacion de la region
objeto de estudio por medio de una electroforesis en gel de agarosa de los productos
de la PCR anidada. La técnica de electroforesis permite testar que el ADN resultante de

la amplificacion se corresponde con el tamafio de amplicdn esperado.

La electroforesis se realizd en un gel de agarosa al 1,5% tenido con 3 uL de SYBR
Safe DNA Gel Stain (LifeTechnologies, EEUU). Las muestras fueron mezcladas con
tampon de carga (azul de xianol, azul de bromofenol y glicerol en relacién 1:10) y se
dejaron correr a 80 mV. Como marcador de peso molecular, se empled el DNA
Molecular Weight Marker XIV (Roche Applied Science, Alemania), el cual permite
distinguir bandas de un tamafio entre 100-1.500 pares de bases (pb), con un intervalo

de 100 pb entre cada una de las bandas.

Para la visualizacidon del gel se empled el equipo Fujifiim Luminiscent Image
Analyzer LAS 3000 (Fujifilm, Japon), un transiluminador conectado a una camara y el

programa informatico asociado LAS3000 Image Reader (Fujifilm, Japon).

2.4. Purificacion de los productos de PCR

Tras la realizacion de la PCR anidada y la comprobaciéon de la correcta
amplificacién de la misma por medio de una electroforesis en gel de agarosa, se realizo
una purificacion de los productos de PCR obtenidos con el fin de eliminar posibles
contaminantes (como cebadores y dNTPs no incoporados durante la PCR anidada), que

podrian interferir en la posterior reaccion de secuenciacion.

88



Como método de purificacion se empled el kit ExoSAP-IT (Thermo Fischer
Scientific, EEUU). Este método se basa en el uso simultdneo de dos enzimas
hidroliticas: una exonucleasa | (Exo-l) y una fosfatasa alcalina (Shrimp Alkaline
Phosphatase, SAP) que eliminan residuos de ADN monocatenarios (restos de

cebadores) y dNTPs no incorporados, respectivamente.

El método ExoSAP-IT se llevd a cabo de acuerdo con las recomendaciones del
fabricante. Asi, se afiadieron 0,6 uL de mezcla de enzimas por cada 1,5 uL de producto
de PCR y posteriormente se realizd un ciclo de activacién de las enzimas a 379C

durante 15 minutos, seguido de un ciclo de inactivacién a 802C durante 15 minutos.

2.5. Secuenciacion de los productos

Una vez purificadas las muestras, se llevd a cabo la reaccidn de secuenciacidon y
su posterior purificaciéon, previamente al andlisis de las mismas en el secuenciador
automatico de ADN de tecnologia capilar ABI 3130 XL (Applied Biosystems, EEUU). Este
proceso (reaccion de secuencia, purificacién y carga de la muestra en el secuenciador),

fue llevado a cabo por la plataforma de Gendmica del INIBIC.

La reaccion de secuencia, fue realizada por medio del kit Big Dye Ready
Reaction V3.1 (Applied Biosystems, EEUU), siguiendo las recomendaciones del
fabricante, y los cebadores utilizados previamente en la reaccién de la PCR anidada
(Tabla 1IV). Los productos de la reaccion de secuenciacion fueron purificados por
medio de un método fisico (vacio aplicado a una membrana de nitrocelulosa). El kit
comercial empleado en este proceso fue el Montage SEQ96 Sequencing Reaction

Cleanup Kit (Millipore, Alemania).

Una vez purificados, los productos de la reaccién de secuencia fueron
introducidos en el secuenciador automatico de ADN de tecnologia capilar AB/ 3130 XL
(Applied Biosystems, Estados Unidos). El sistema de configuracion se basa en un capilar

de 36 centimetros de longitud, que contiene un polimero con urea que permite la
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migracion de los productos [Performance Optimized Polymer 4 (POP4); Applied
Biosystems, EEUU]. El mddulo de ejecucion de la carrera en el secuenciador consistio
en 22 segundos de inyeccién y 16 minutos de carrera, con una tensién de
funcionamiento de 15 Kvolt. Los datos obtenidos de la secuenciacién fueron
registrados mediante el programa informatico 3130 Series 4 (Applied Biosystems,

EEUU).

2.6. Analisis de las secuencias

El primer paso realizado durante el analisis de las secuencias fue la creacién de
un archivo en formato FASTA, resultado del alineamiento de la secuencia obtenida en
sentido directo (secuencia resultante de la secuenciacion del cebador directo) y de la
secuencia obtenida en sentido reverso secuencia resultante de la secuenciacion del
cebador reverso). Ademas del alineamiento de las secuencias directas e inversas entre
si, las secuencias fueron alineadas con secuencias referencia del VHC. Las secuencias
de referencia empleadas en este proceso, fueron las secuencias con cddigo de acceso

GeneBank AF0O09606 y D17763 para los genotipos 1a y 3, respectivamente.

Los archivos con extension .FASTA resultante de los alineamientos fueron

analizados mediante la plataforma web Geno2pheno (https://hcv.geno2pheno.org/)

179, Geno2pheno, incorpora un algoritmo que permite detectar cambios aminoacidicos

en las secuencias analizadas al enfrentar las mismas a secuencias diversas secuencias
consenso del VHC. Ademas, la herramienta Geno2pheno aporta un analisis sobre la
posible susceptibilidad a farmacos y una puntuacién asociada a dicha susceptibilidad.
Las RASs clinicamente relevantes evaluadas en el presente trabajo fueron: M28A/G/T,
Q30D/E/H/G/K/LR, L31M/V/F, H58D e Y93C/H/N/S para el Gla e Y93H en el caso del
G3 180.
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3. Analisis estadistico

El analisis estadistico se llevd a cabo utilizando el paquete estadistico SPSS
v19.0 (SPSS Inc, EEUU). A partir de las variables sociodemogréficas, epidemioldgicas,
clinicas y virolégicas y de los resultados obtenidos a partir de las RASs basales de cada
uno de los pacientes incluidos en el estudio, se realizd un andlisis estadistico

descriptivo.

Las caracteristicas basales de la poblacién de estudio se expresaron como
medias (+ desviacion estandar) o medianas [rango intercuartilico] en el caso de las
variables cuantitativas; y como porcentaje (valor absoluto) en el caso de las variables

cualitativas.
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1. Caracteristicas basales de la poblacién de estudio

El estudio incluyd 232 pacientes con infeccidn crdénica por el VHC: 166 con Gla
y 66 con G3. La regién del dominio | de NS5A se secuencidé con éxito en 162 de los 166
pacientes con Gla incluidos en el estudio, y en todos los pacientes (n/N= 66/66) G3.
Las caracteristicas sociodemograficas, epidemioldgicas, clinicas y viroldgicas de los
pacientes incluidos en el estudio se recogen en la Tabla V, y se describen para cada

genotipo del VHC por separado.

La mayor parte de los pacientes incluidos en el estudio eran varones (Gla
79,5%, n=132; vs. G3 75,8%, n=66), con una edad media de 47-48 afios y un tiempo
medio desde el diagnostico hasta la recogida de la muestra de 16-17 afos. La
prevalencia de co-infeccion VIH-VHC fue superior al 60% en ambos grupos de

pacientes (Gla 61,3%, n=98; y G3 69,7%, n=46).

Tabla V. Caracteristicas sociodemograficas, epidemioldgicas, clinicas y viroldgicas de los

pacientes con genotipos 1ay 3 incluidos en el estudio.

Gla (N=166) G3 (N=66)

Género masculino 79,5% (132) 75,8% (50)
Edad (afios) 48,718,3 49,416,7
Tiempo desde el diagnéstico (afos) 1746,9 16,1+6,9
Co-infeccion VIH/VHC 61,3% (98) 69,7% (46)
Caracteristicas de los pacientes con impacto clinico
en las RASs

ARN-VHC >800.000 Ul/mL 72,7% (120) 64,6% (42)

Exposicidn previa a terapias basadas en IFN 28,3% (47) 19,7% (13)

Cirrosis hepatica 21,1% (35) 25,8% (17)

Los datos se expresan como mediatdesviacion tipica para las variables cuantitativas y como %
(n) para las variables cualitativas. Abreviaturas: ARN-VHC: carga viral del VHC; G1la: genotipo
1a; G3: genotipo 3; Ul/mL: unidades internacionales por mililitro; VHC: virus de la hepatitis C;
VIH: virus de la inmunodeficiencia humana.
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Figura 26. Prevalencia de las caracteristicas de los pacientes con impacto clinico en las RASs en

los genotipos lay 3.

Las caracteristicas de los pacientes con impacto clinico en las RASs (cirrosis
hepdtica, exposicion previa a tratamiento y ARN-VHC > 800.000 Ul/mL) fueron
evaluadas en ambos genotipos (Figura 26). Atendiendo a la fibrosis hepatica, el 21,1%
(n/N= 35/166) de los pacientes con Gla y el 25,8% (n=17) de los pacientes con G3
tenian fibrosis hepatica. La proporcidn de pacientes con exposicion previa al
tratamiento fue 28,3% (n=47) para Glay 19,7% (n=13) para G3. Todos los pacientes G3
pretratados (n/N= 13/13) habian sido expuestos a la combinacién estandar de peg-
IFN+RBV. En el caso de los pacientes G1a, el 83% (n/N=39/47) habian sido pretratados
con la combinacién estandar de peg-IFN+RBV, y el 17% restante (n/N= 8/47) con los
inhibidores de proteasa de primera generacion BOC y TPV combinados con peg-

IFN+RBV. Ademas, se observd una alta prevalencia de pacientes con niveles basales de
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ARN-VHC superiores a 800.000 Ul/mL en ambos genotipos (72,7%, n=122 Gla; vy
64,4%, n= 42 G3].

2. Prevalencia de RASs basales clinicamente relevantes

La prevalencia global de RASs basales a inhibidores de NS5A clinicamente
relevantes fue del 5,5% (9/162) para Gla. Las substitucién mas frecuente fue la
variante Q30H/R (3,1%), el resto de substituciones presentaron prevalencias inferiores
al 1%: M28T (0,6%), L31M (0,6%), H58D (0,6%) y Y93H (0,6%) (Figura 27). No se

observaron RASs basales clinicamente relevantes para los pacientes con G3.
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Figura 27. Prevalencia de RASs basales clinicamente relevantes en los genotipos lay 3.
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3. Impacto RASs basales en las pautas de tratamiento con AADs

Se evalud el impacto de las RASs basales en NS5A, que se ha demostrado que
tienen un impacto clinico en la respuesta al tratamiento con regimenes que contienen
inhibidores de NS5A, sobre las pautas de tratamiento disponibles en las guias
terapéuticas vigentes en el momento de la realizacion del estudio, para determinar la
utilidad de la realizacion de un estudio de resistencias en pacientes con caracteristicas
asociadas con un impacto clinico en las RASs (Tabla VI). Una caracteristica asociada
con el impacto clinico en las RASs es la presencia de valores de ARN-VHC superiores a
800.000 Ul/mL para la combinacion GZR/EBR. En la poblacion de estudio, el 71,6%
(n=116) de los pacientes con Gla tenia valores de ARN-VHC superiores a 800.000
Ul/mL. Teniendo en cuenta las recomendaciones de las guias de tratamiento, en el
caso de que no estuviese disponible el resultado de un estudio de RASs basales, todos
los pacientes G1la y con ARN-VHC superior a 800.000 Ul/mL, necesitarian aumentar la
duracion del tratamiento a 16 semanas ademas de afiadir RBV. Sin embargo, después
de haber determinado las RASs basales, y teniendo en cuenta éstas tan sélo estaban
presentes en el 5,2% (n/N= 6/116) de los pacientes candidatos a tratarse con GZR/EBR,
el nimero real de pacientes, en los que se requeriria prolongar la duracion del
tratamiento y afiadir RBV, seria muy pequefio. Por lo tanto, el resto de pacientes
podrian beneficiarse de un tratamiento optimizado de 12 semanas de duracién sin

RBV.

Otra caracteristica asociada con el impacto clinico en las RASs en el G1a fue la
exposicion previa a tratamiento, en pacientes con o sin cirrosis, para el uso de las
combinaciones SOF/LDV o SOF/DCV. El 29% (n=47) de los pacientes incluidos en el
estudio cumplian estas caracteristicas. Las guias de tratamiento recomendaban en
estos pacientes, prolongar la duracion del tratamiento a 24 semanas o afiadir RBV para
un tratamiento de 12 semanas para los regimenes SOF/LDV o SOF/DCV, en el caso de
no disponer de un estudio de RASs basales. Teniendo en cuenta que en nuestra
poblacidn tan sélo el 4,3% (n/N=2/47) de los pacientes tenian RASs, sélo este pequefio

grupo de pacientes requeririan reforzar el tratamiento. El resto de los pacientes con
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exposicion previa a tratamiento con o sin cirrosis, podrian beneficiarse de un

tratamiento optimizado de 12 semanas de duracién sin RBV.

Finalmente, para los pacientes con G3, otra caracteristica asociada con el
impacto clinico en las RASs era la presencia de cirrosis, tanto en pacientes pretratados
como en pacientes naive, para los cuales las guias recomendaban prolongar la
duracion del tratamiento a 24 semanas o anadir RBV durante 12 semanas para el uso
de la combinacién SOF/VEL si la RAS Y93H estuviera presente. El 39,4% (n=26) de
nuestra poblacién cumplia estas caracteristicas pero, sin embargo, ninguno de ellos
presentd esta substitucidn, por lo que todos los pacientes con G3 y cirrosis de nuestra
poblacion, podrian beneficiarse de un tratamiento estandar de SOF/VEL de 12

semanas de duracion y sin RBV.

Tabla VI. Prevalencia de RASs basales a inhibidores de NS5A e implicaciones en las

combinaciones con AADs.

Escenario para el estudio de RASs a inhibidores de NS5A  Tasa de pacientes n/N (%)

Genotipo L. Pacientes con recomendaciones a
Combinacion AADs . Total Con RASs
VHC de determinar RASs basales
Naive o pretratados con ARN-VHC 116/162 (71.6) 6/116(5.2)
1a GZR/EBR
> 800.000 Ul/mL
SOF/LDV o SOF/DCV  Pretratados con o sin cirrosis 47/162 (29.0) 2/47 (4.3) 45/47 (95.7)
Pretratados (con o sin cirrosis 26/66 (39.4 0/26 (0 26/26 (100.0
3 SOF/VEL ( )y /66 (39.4) /26 (0) /26 ( )

naive con cirrosis

Los datos estdn expresados como n/N (%). Abreviaturas: AADs: antivirales de accion directa;
DCV: daclatasvir; EBR: elbasvir; GZR: grazoprevir ;LDV:ledipasvir; RASs: resistance associated
substitutions; SOF: sofosbuvir; Ul/mL: unidades internacionales por mililitro; VEL: velpatasvir;
VHC: virus de la hepatitis C. ® En pacientes con RASs se debe reforzar el tratamiento afiadiendo
ribavirina y/o prolongando la duracion del mismo. ® En pacientes sin RASs se debe tratar con
los estandares de tratamiento de AADs.

99



4. Evaluacion de la respuesta al tratamiento de los pacientes con RASs basales

La respuesta al tratamiento fue retrospectivamente evaluada en el grupo de
pacientes con RASs basales a inhibidores de NS5A (N=8). De ellos, 2 (25%, n/N=2/8) se
encontraban en el momento del estudio todavia bajo tratamiento para el VHC; 2 (25%,
n/N=2/8) habian sido tratados sin inhibidores de NS5A; y 4 (50%, n/N=4/8) habian sido
tratadas con terapias con inhibidores de NS5A (100%, n/N=4/4 con SOF/LDV). Tan sélo
uno de esos pacientes presentd factores de peor respuesta asociados con menores
tasas de RVS (por ser pretratado). Este paciente presentd la RAS L31M, que confiere >
100 fold-change para LDV. Este paciente fue tratado de acuerdo a las
recomendaciones de las guias de tratamiento en el caso de la presencia de RASs, es
decir, fue tratado con un tratamiento reforzado con RBV durante 12 semanas, por lo
que el efecto de las RASs pudo ser enmascarado. Todos los pacientes que presentaron

RASs basales (100% n/N=6/6) alcanzaron RVS.

Los resultados obtenidos en este estudio aparecen recogidos en el articulo:
Prevalence of NS5A resistance associated substitutions in patients with hepatitis C
virus genotypes 1a and 3: Impact on current therapeutic strategies, publicado en
febrero de 2018 en la revista J Med Virol- Journal of Medical Virology (Anexo D).
Factor de Impacto (JCR 2017): 1,988. Q2 Infectious Diseases.
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DISCUSION
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La infeccion por VHC es un problema de salud publica a nivel mundial que

3435 Cuando la infeccidn

afecta a mas de 71 millones de personas en todo el mundo
por VHC cronifica, se produce una lesidon hepatica continua que con el tiempo puede
desembocar en cirrosis, hepatocarcinoma celular, e incluso en la muerte, siendo la
infeccidon por VHC una de las principales causas de trasplante hepatico en Europa y
EEUU 3**7. Actualmente, la infeccién por VHC es curable, y una vez alcanzada la RVS la

lesién hepatica mejora reduciendo el riesgo de morbimortalidad ***

. El paradigma del
tratamiento del VHC ha cambiado drasticamente a lo largo de estos ultimos afios, lo
gue ha revolucionando por completo el manejo clinico del paciente. En 2011, se
produjo la aprobacién de la primera generacién de AADs, que incrementaron de forma
muy significativa las tasas de curacidon de la infeccidén. Sin embargo, esta primera
generacion de farmacos esta es desuso debido a los elevados efectos adversos que
demostraron en su uso a vida real. No obstante, estas moléculas abrieron el camino
hacia la aprobacién de nuevos AADs con mejores perfiles de seguridad y eficacia 182,183
Desde el afio 2014 y hasta la actualidad se han aprobado un total de 13 AADs para el
tratamiento frente a la infeccion por VHC. El éxito de estas nuevas terapias radica en el
incremento de las tasas de RVS, desde el 40-50% asociadas al Unico tratamiento
estandar disponible previo a la aprobacion de los AADs, la combinacion de peg-
IFN+RBV, hasta un 95% o incluso un 100% °**%®!8% Ademds, estas nuevas terapias
presentan otras ventajas para el paciente como el acortamiento de la duracién del
tratamiento, la mejora en la posologia y la reduccion de los efectos adversos
asociados. Asi, los AADs han reducido la mortalidad, han mejorado la calidad de vida,

han reducido los costes a largo plazo de las complicaciones asociadas a la infeccion vy,

ademas, han contribuido al control de la expansion de la epidemia a nivel mundial.

A pesar de sus multiples ventajas, el problema al que se enfrentaron los
sistemas sanitarios fue su elevado coste inicial que dificultd el acceso simultaneo del
tratamiento a todos los pacientes. Para abordar este problema, en Espaina, y al igual
gue en otros paises europeos, se aprobd el PEAHC en 2015 con el objetivo de
154,185,186. A

establecer una estrategia terapéutica que regulase el acceso al tratamiento

pesar de todas las mejoras que ofrece el tratamiento del VHC, se continua trabajando
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para hacer frente a diferentes retos para el control de la infeccion y para ofrecer
tratamientos cada vez mas éptimos. Algunos pacientes con infeccidn crénica por VHC
presentan caracteristicas clinicas y relacionadas con el virus que se han asociado con
peor respuesta a los tratamientos especialmente cuando aparecen de forma conjunta
como son determinados genotipos virales (e.j 1a y 3), cargas virales elevadas (>
800.000 Ul/mL), el grado de fibrosis hepatica, la exposicion previa a terapias con IFN o

la presencia de RASs.

En este contexto, en el primero de los estudios propuestos en esta tesis
doctoral se centrd en la caracterizacion del perfil de la infeccidon crénica por VHC en el
area sanitaria de A Corufia en una cohorte de 387 pacientes y, ademas, se evalud en
esta misma cohorte, el impacto del PEAHC durante su primer afio de aplicacion. El
objetivo de PEAHC era establecer una adecuada estrategia terapéutica considerando el

134 Sy aprobacién vino motivada

uso de AADs para el tratamiento del VHC en el SNS
por la dificultad que suponia dar acceso simultaneo al tratamiento con AADs a todos
los pacientes con infeccion por VHC, en un corto periodo de tiempo, y con los elevados
costes que estas terapias suponian para el SNS. El PEAHC establecid unos criterios de
priorizacion de tratamiento que fueron: pacientes con una fibrosis hepatica de
moderada a grave (2 F2), pacientes trasplantados o en lista de espera de trasplante,

pacientes que no hubieran respondido a triple terapia con inhibidores de proteasa de

primera generacion, y pacientes con manifestaciones extrahepaticas.

A nivel general, las caracteristicas clinicas y epidemiolégicas de los pacientes
con infeccién crdénica por VHC incluidos en nuestra cohorte, fueron principalmente
varones (76,2%) con una media de edad de 50 * 9,5 afios, donde el tiempo medio
transcurrido desde el diagndstico hasta el momento del estudio fue de 16 + 7 afios.
Ademas, la co-infeccion por el VIH fue frecuente (60,9%), asi como la exposicién previa
a tratamiento (34,4%) o la presencia de cirrosis hepatica (28,7%). La via de transmision
parenteral por UDVP fue la mas frecuente (66,5%). A nivel viroldgico, las cargas virales
del VHC fueron elevadas (superiores a 800.000 Ul/mL) en el 72,7% de los pacientes con

Glayen el 64,6% de los pacientes con G3.
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En este contexto, otro concepto de interés desde el punto de vista viroldgico es
la distribucion del los genotipos del VHC. La distribucion presentada por estos
genotipos en el area sanitaria de A Corufia, fue similar a la previamente descrita para

77.187-189 ) 3 prevalencia de la

el oeste de Europa aunque con algunas diferencias locales
infeccidn por VHC en Espaia esta entre las mas altas de Europa y muchos estudios han
descrito que el G1 es el mas comun, en linea con lo encontrado en nuestra cohorte
(66,2%) 190192 Asi mismo, los datos de nuestra cohorte son muy similares a los
publicados recientemente en Espafia en el estudio GEHEP 005 "* (G1 66,1% vs. 66,9%;
G2 1,8% vs. 2,8%; G3 16,8% vs. 17,3%; G4 15,3% vs. 11,4%, respectivamente) aunque
con algunas pequenas diferencias dentro del G1. Asi, en el resto de Espafia, el G1b
parece ser el subtipo mayoritario dentro del G1 (representado el 56,7% de las
infecciones por G1) y, sin embargo, en el drea sanitaria de A Corufia se ha observado
gue el subtipo mayoritario es el Gla (representando el 63,1% de las infecciones por
G1). Esta mayor prevalencia del Gla dentro del G1 con respecto al resto de Espafia
puede ser facilmente explicada si tenemos en cuenta que en los pacientes co-
infectados VIH/VHC el Gla predomina sobre el 1b y que, como se ha indicado
anteriormente, nuestra cohorte presenta una alta prevalencia de co-infeccién por VIH
(60,9%) **. Asi mismo, ademas de la asociacién descrita para los genotipos del VHC
con ciertas co-infecciones como es el caso del VIH, también se han descrito otras
asociaciones con otros factores como las diferentes vias de transmisién o el género
77,187-189,191,198 "£py 6] estudio GEHEP 005, los genotipos 1a, 3 y 4 se asociaron con el
género masculino, una via de trasmisién parenteral y la co-infeccién por VIH "*. Asi

mismo, en nuestra cohorte, los genotipos 1a, 3 y 4, representaron el 79,1% de los

varones, el 84,8% de los UDVP y el 83,2% de los co-infectados VIH/VHC.

En relacién al perfil de tratamiento utilizado para el uso de AADs, la
combinacion mas prevalente fue SOF/LDV+RBV (nombre comercial Harvoni)
contabilizando aproximadamente la mitad de todos los casos (51%), seguida de
SOF/DCV+RBV (nombre comercial Sovaldi y Daklinza) con una prevalencia del 18,6%.
Estos resultados pueden ser explicados si tenemos en cuenta que uno de los

principales parametros en los que se basa la eleccién del tratamiento es el genotipo
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viral. Segun las guias de tratamiento vigentes en el momento de la realizacion del
estudio, la pauta SOF/DCV+RBV era la pauta de eleccién para los pacientes con G3 y
por ello su prevalencia es tan similar a la de la infeccion por G3 anteriormente
mencionada (18,6% vs. 16,8%, respectivamente). Ademas del genotipo del VHC, las
guias de tratamiento consideraban otros factores a tener en cuenta para la eleccion
del tratamiento como el nivel de fibrosis hepatica, una historia de fracaso a
tratamiento previo, la existencia de otras comorbilidades y posibles interacciones
farmacoldgicas con otros tratamientos concomitantes (e.j. antirretrovirales frente a la
infeccidn por VIH). Ademas, la eleccion del tratamiento en ocasiones también puede
variar en funcion de la Comunidad Auténoma debido a los diferentes acuerdos de

precio-volumen %1%,

Ademds de lo indicado, la duracion del tratamiento
seleccionada en la mayoria de los casos fue de 12 semanas (70,6%). Sin embargo, una
parte importante de los pacientes que recibieron tratamiento antiviral frente al VHC
necesitaron de tratamientos mas largos de 24 semanas de duracién (28,9%) y/o de la

inclusion de RBV (38,2%).

Por su parte, el desarrollo de los AADs ha permitido una significante mejora en
las tasas de RVS y numerosos autores han cifrado esta tasa en mas del 95% o incluso

casi en un 100%

. Sin embargo, aquellos pacientes incluidos en los ensayos clinicos
tienen a tener respuestas mdas favorables que los pacientes de la vida real
principalmente debido a la estricta seleccion de los mismos. En nuestro estudio, la tasa
de RVS global fue muy elevada siendo superior al 96%. Ademas, las tasa de RVS fue
considerablemente elevada entre todos los subgrupos evaluados, variando desde un
83,3% hasta el 100%. Los factores como la cirrosis hepatica, la historia de fracaso
previo a tratamiento y la co-infeccion por VIH han sido previamente identificados
como predictores independientes de peor respuesta al tratamiento **’. Sin embargo,
en nuestra cohorte no observamos diferencias significativas en la RVS atendiendo a
estos factores. A pesar de lo indicado, las tasas de RVS si fueron menores en ciertos
subgrupos con factores relacionados con peor respuesta al tratamiento. Asi, en

relacién a la fibrosis hepatica, la tasa de RVS fue menor en pacientes con niveles altos

de fibrosis (F3 y F4) comparado con los que presentaban niveles bajos (FO-F2) (94,9%
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vs. 100%). En relacién a la historia de fracaso previo a tratamiento, la RVS también fue
menor en pacientes con exposicidn previa a tratamiento que en aquellos que se
trataban por primera vez (93,2% vs. 99%, p=0,071). En relacion a la co-infeccion por
VIH no se observd esta disminucion de la RVS (98,5% vs. 95,8%, p=0,636). En este
contexto, a pesar de las altas tasas de RVS (98,5%) observadas en nuestra cohorte de
pacientes co-infectados VIH/VHC, es destacable que también fueron menos los
pacientes que iniciaron tratamiento comparado con aquellos monoinfectados por VHC
(42,4% vs. 64,3%, respectivamente). En este contexto cabe destacar que la co-infeccidn
por VIH no era uno de los criterios de priorizacién de tratamiento en el PEAHC. Asi, la
eficacia de los AAD en pacientes co-infectados VIH/VHC fue similar a los pacientes
monoinfectados por VHC, en concordancia con los datos publicados en los ensayos
clinicos y en la vida real 198199 Asi, la poblacion co-infectada VIH/VHC parece que no
serd mas una poblacion dificil de tratar y que deberd ser tratada por igual que la

monoinfectada por VHC 200

Ademas en este contexto, en la nueva era de AADs se ha descrito que el G3 es
el genotipo mas dificil de tratar cuando se compara con otros genotipos,
especialmente en aquellos con cirrosis 0 exposicion previa a tratamiento 2?21,
Ademas este G3 se ha asociado con mayores tasas de progresion de fibrosis, una
mayor prevalencia de esteatosis severa, un mayor riesgo de carcinoma hepatocelular,
y una mayor mortalidad 2°*?**. Atendiendo a los resultados obtenidos en nuestro
estudio en relacion a la RVS en funcidn del genotipo viral, la RVS del G3 fue la mas baja
(91,3% G3 vs. 95,3% G1, p=0,354) de todos los genotipos, en concordancia con los
resultados publicados hasta ahora y que ya se refieren al G3 como el "genotipo mas
dificil de tratar" con combinaciones de AADs. En nuestra cohorte, cabe destacar que de
los dos pacientes con G3 que fracasaron al tratamiento, ambos tenian asociados

factores de mala respuesta al tratamiento, siendo uno de ellos cirrético y otro

pretratado.

Por su parte, el elevado numero de pacientes co-infectados VIH/VHC permitid
comparar caracteristicas de la infeccion por VHC en entre la poblacién co-infectada

VIH/VHC y monoinfectada VHC. En relacion a la prevalencia de la cirrosis hepatica, esta
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fue similar tanto en pacientes monoinfectados por el VHC como en pacientes co-
infectados VIH/VHC (29,2% vs. 26,8%, respectivamente). En nuestra cohorte, el
porcentaje de pacientes que recibian tratamiento antirretroviral para el VIH fue del
95,9%, vy de éstos, la gran mayoria (85,8%) tenian niveles de ARN-VIH indetectables. En
este contexto, desde la introduccién generalizada del tratamiento antirretroviral, los
datos de los efectos de la co-infeccion por VIH en la progresion de la fibrosis hepatica y

81,205207 | 3 mejora en el control de la

sus complicaciones han estado en controversia
infeccion por VIH, con combinaciones terapéuticas menos toxicas que permiten
preservar el sistema inmunolégico de los pacientes, pueden explicar las tasas similares
de cirrosis observadas en nuestra cohorte entre pacientes monoinfectados VHC y co-

infectados VIH/VHC.

En este escenario, la erradicacién del VHC es el objetivo que se desea alcanzar
en los préximos afios. Un tratamiento exitoso resulta en la cura de la infeccién por VHC
y en la disminucién del riesgo de complicaciones asociadas con la enfermedad. Sin
embargo, a pesar de los prometedores resultados en cuanto la eficacia y seguridad de
las terapias con AADs, que revolucionaron por completo el panorama terapéutico de la
infeccion, muchos paises tuvieron que restringir el uso de estas moléculas a pacientes
en estadios avanzados de la enfermedad debido a sus elevados precios. Este fue el
caso de Espaiia, donde la implementacion del PEAHC, cuyo objetivo era establecer una
adecuada estrategia terapéutica para el acceso a las terapias con AADs establecio

| 1>* De acuerdo a

ciertas recomendaciones para la priorizacion del tratamiento antivira
esto, mas de la mitad de los pacientes (52,7%) de nuestra cohorte eran pacientes que
iniciaron tratamiento en el area sanitaria de A Coruia durante el afio 2015, y de ellos,
el 73,5% eran candidatos a priorizar tratamiento segun estas recomendaciones. A
finales de 2017, y tras tres afios en los que el PEAHC aprobado en 2015 reguld el
acceso al tratamiento para el VHC, el SNS actualizé ese Plan Estratégico y establecio
qgue todos los pacientes con VHC deberian ser candidatos a tratamiento antiviral,
independientemente de su grado de fibrosis % Esta nueva estrategia, tiene como
objetivo alcanzar la estrategia mundial de la OMS para eliminar la hepatitis viral como

155

un problema de salud publica para el afio 2030 °. Uno de los factores que posibilité la
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reestructuracion de este Plan, fue la disminucion del coste de los AADs, reduciendo asi

el gasto por paciente.

Este estudio presenta ciertas limitaciones que deben ser tenidas en cuenta a la
hora de interpretar los resultados obtenidos. Una de ellas es la alta prevalencia de
pacientes co-infectados VIH/VHC que podria representar un sesgo en la seleccién de
los pacientes incluidos en el estudio. Esto es debido a que, ya que ambos virus
comparten muchas similitudes, su seguimiento y control se realiza por la misma
Unidad a nivel hospitalario. Ya que, tradicionalmente, los pacientes con VIH tenian una
vigilancia mas estrecha para el control de su infeccidn, es probable que por ello los
pacientes co-infectados acudiesen a las consultas de forma mas frecuente que los
pacientes monoinfectados por VHC. Otra limitacion de este estudio es que aqui no se
evaluaron parametros como la seguridad del tratamiento ni los parametros de coste-

eficacia.

El objetivo del segundo estudio desarrollado en esta tesis fue evaluar la
prevalencia de RASs basales a los inhibidores de NS5A en pacientes en pacientes con
infeccidn crénica por el VHC por los genotipos 1a y 3 en el area sanitaria de A Coruia.
Puesto que la presencia de RASs en combinacidn con otros factores de peor respuesta

. . 138,169,170,191,208-214
se ha asociado con una peor respuesta al tratamiento =77

, Se queria
evaluar en esta poblacién la necesidad y beneficios de la realizacion de un estudio de
resistencias para optimizar las seleccion de tratamiento siguiendo las
recomendaciones de las guias de tratamiento vigentes en el momento de la realizacién

. 180,215,216
de la tesis

. La cohorte seleccionada para llevar a cabo este estudio, estaba
formada por 166 pacientes con Glay por 66 pacientes con G3. Tanto los pacientes Gla
como G3 presentaron una alta prevalencia de caracteristicas asociadas con un impacto
en las RASs: cirrosis 21,1% vs. 25,8%; exposicién previa a tratamiento 28,3% vs. 19,7%;
ARN-VHC > 800.000 Ul/mL 72,7% vs. 64,6%, respectivamente. La prevalencia de RASs
basales para inhibidores de NS5A fue del 5,5% para el G1a, siendo la mutacién Q30H/R

la identificada de forma mas prevalente. Ademas, la mutacién Y93H, responsable del

fendmeno de resistencia para el G3, no fue encontrada en ningun paciente.

109



En lo que respecta a la prevalencia de RASs basales en NS5A, esta puede variar
de acuerdo a la region geografica. Asi, en EEUU ha sido descrita una prevalencia de

64,160,168,169
%

RASs para el Gla que varia del 9 al 12 . En Europa, estudios recientes han

descrito tasas de prevalencia que varian del 1,6% en Suecia hasta el 12,5% en lItalia
217,218 gy Espana, los autores Calleja y colaboradores, asi como Palladino y
colaboradores, han descrito tasas de prevalencia alrededor del 6%. Estos datos de
prevalencia descritos para Espafia son similares a los observados en este estudio. Para
el G3, los pocos datos disponibles acerca de la prevalencia de RASs han descrito una
prevalencia del 3,8% al 8,8% 138219 gjp embargo, la informacidn disponible acerca de la
prevalencia de RASs para inhibidores de NS5A debe ser interpretada teniendo en
cuenta que no existe un método estandarizado para su identificacién, la seleccién de

las RASs consideradas para el analisis, el tamafo de la poblacion de estudio y las

caracteristicas clinicas de los pacientes incluidos en los diferentes estudios.

Por otro lado, los datos fenotipicos generados por los ensayos clinicos indican
gue solo las RASs que confieren desde un nivel medio a elevado de resistencia podrian
afectar a la respuesta al tratamiento con AADs. En este contexto, la RAS mas
prevalente identificada en este estudio, la Q30H/R, confiere un nivel alto de resistencia
(fold-change > 100) a inhibidores de NS5A ®*?*. E| fold-change es definido como el
aumento del valor de la concentracion mediana efectiva (EC50) de un farmaco para

una variante en comparacion con el wild-type.

En este escenario terapéutico, la presencia de RASs clinicamente relevantes en
pacientes con Gla y G3, en combinacidon con caracteristicas de los pacientes con un
impacto en las RASs como es el caso de cirrosis, exposiciéon previa al tratamiento, y
valores de ARN-VHC superiores a 800.000 Ul/mL, harian necesario intensificar el
tratamiento mediante el uso de RBV o la extension de la duracion del tratamiento (a
16 6 24 semanas) siguiendo las recomendaciones de la guias de tratamiento en el
momento del estudio. Las RASs en la region NS5A tienen un impacto clinico en ciertas
combinaciones de AADs que incluyen inhibidores de NS5A. Este es el caso de las

combinaciones GZR/EBR y SOF/LDV para el G1a, y SOF/VEL para el G3 *¥°.
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En este contexto, en base a los resultados obtenidos a la prevalencia de RASs y
a las recomendaciones de las guias de tratamiento, analizamos el impacto de las RASs
en esta cohorte de pacientes con infeccion crénica por VHC con genotipos 1a y 3. En
esta cohorte, muchos de los pacientes tenian, al menos, una caracteristica asociada
con una peor respuesta al tratamiento en presencia de RASs en la regién NS5A (78,9%
en pacientes con Gla, y 75,8% en pacientes con G3). Sin embargo, dado que la
proporcién de pacientes con RASs en NS5A fue baja (5,5% vs. 0,0%, respectivamente),
mas del 94% de estos pacientes podrian curar la infecciéon por VHC con un tratamiento
optimizado de 12 semanas de duracién sin RBV si el estudio basal de RASs en NS5A

estuviese disponible.

La RVS fue retrospectivamente analizada en aquellos pacientes con RASs, de
ellos, la mitad (n/N= 4/8) habian recibido una terapia basada en inhibidores de NS5A.
Notoriamente, tan solo uno de ellos tenia factores de peor respuesta asociados y en
este paciente la terapia que fue utilizada fue un tratamiento estandar potenciado con

RBV, por lo que el efecto de la RAS basal fue enmascarado.

Estos datos indican que la implementacién de un estudio de RASs basales en
NS5A previo al inicio del tratamiento con inhibidores de NS5A, es de utilidad para
ayudar a optimizar las estrategias de tratamiento y evitar las toxicidades asociadas a la
RBV, acortar la duracion del tratamiento, y los costes. Sin embargo, este estudio de
RASs en NS5A debera estar principalmente enfocado a las poblaciones de pacientes
con genotipos 1la y 3 y que tengan asociados otros factores que asociados a la

presencia de RASs se asocien con una peor respuesta al tratamiento.

En cuanto al retratamiento de pacientes que no han respondido a terapias con
regimenes que contenian inhibidores de proteasa o inhibidores de NS5A, numerosos
estudios han sugerido que la presencia de RASs puede tener un impacto significativo

64,90,91,168,174' Por lo tanto, y

en la eficacia del tratamiento de segunda o tercera linea
principalmente debido al caracter persistente de las RASs que emergen durante el
tratamiento en NS5A, el retratamiento debe ser optimizado basandose en el estudio

de resistencias %%°2.
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Sin embargo, la reciente aprobaciéon de nuevas combinaciones pangenotipicas
con alta barrera de resistencia y elevada potencia antiviral podrian cambiar este
debate. Asi, las combinaciones SOF/VEL/VOX y GLE/PIB combinado con SOF parecen
ser efectivas en erradicar el VHC en pacientes sin cirrosis o cirrosis compensada que

177178 - ndemds, cuando las RASs se

han fracasado previamente a regimenes con AADs
combinan con caracteristicas propias de los pacientes que los hacen dificiles de tratar,
las combinaciones anteriores pueden beneficiarse tedricamente de afadir RBV y/o
aumentar la duracion del tratamiento a 16 6 24 semanas. Sin embargo, actualmente
no se dispone de datos que apoyen estas indicaciones. La presencia de cirrosis
descompensada, hace que estos pacientes no se puedan retratar con regimenes que
contengan inhibidores de proteasa, por lo que dado la urgencia de retratarlos,

actualmente se recomienda el uso de la combinaciéon SOF/VEL con RBV durante 24

semanas 90.

En lo que respecta la prevalencia de RASs en NS5A en la poblacién con infeccién
cronica por VHC y genotipos 1a y 3, hay pocos datos de éstas en poblaciones fuera de

;. 64,159,160,210,219,220
los ensayos clinicos ~ ">

. Ademas, las guias de tratamiento para el VHC en
el momento del desarrollo de la tesis recomendaban sefalar el uso del estudio de
resistencias en la regién NS5A para guiar las decisiones de los clinicos a la hora de
elegir el tratamiento para el paciente. Aunque los datos de secuenciacion profunda
pueden aportar informacidn adicional, estudios recientes han mostrado que las RASs
presentes en bajas proporciones (1-15%) no influencian significativamente la respuesta

168,169

a las terapias con AADs Asi, los datos obtenidos por técnicas de secuenciacion

poblacional son los apropiados para guiar las decisiones terapéuticas "%,

Una de las principales limitaciones de la implementacion del estudio de RASs
basales en NS5A, es la ausencia de una metodologia estandar globalmente disponible.
No obstante, en EEUU ya se dispone de un método comercializado para la deteccidn
de RASs, aunque su precio es elevado. En este contexto, serian necesarios mas datos
sobre la prevalencia de RASs en pacientes con Gla y G3 en cohortes de pacientes en la
vida real, y que evaluasen el impacto de las RASs en la respuesta al tratamiento, ya que

podrian ser Utiles para el disefio de estrategias terapéuticas optimizadas.
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A pesar de que, segun las Ultimas guias de tratamiento frente al VHC 2>°%%°,

donde se presentan nuevas combinaciones pangenotipicas con una alta barrera de
resistencia y potencia antiviral que parece que minimizan el problema de las RASs, la
extension a paises poco desarrollados de estas nuevas combinaciones todavia es un
tema controvertido debido a los elevados costes de las terapias. Ademads, en los
proximos afios el estudio de RASs en NS5A serd una herramienta fundamental para la
realizacion de tratamientos personalizados, particularmente después de un fracaso a
AADs. Por ello, y hasta que los nuevos AADs se encuentren ampliamente disponibles

en todos los paises, el problema de las resistencias debera de ser considerado.
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1. El perfil clinico-epidemioldgico de la infeccién por VHC en el area sanitaria de A
Coruna se caracteriza por una prevalencia mayoritaria en varones (76,2%), con una
edad media de 50 £ 9,5 afios y un tiempo medio desde el diagnéstico de 16 + 7 anos.
Ademas, la co-infeccion por el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) es

frecuente (60,9%) y hasta un 28,7% presenta cirrosis hepatica.

2. A nivel viroldgico, los pacientes con infeccion crénica por VHC presentaron cargas
virales elevadas, del orden de 6,01 logio Ul/mL. La distribucidon de genotipos en el area
sanitaria de A Corufia es similar a la del oeste de Europa, siendo el genotipo 1 (G1) el
mas frecuente (66,1%) seguido del genotipo 3 (G3) (16,8%). Notoriamente, el subtipo
1la (G1a) es el subtipo mas prevalente dentro del G1 representando el 66,1% de las

infecciones.

3. Durante el afio 2015 el 52,7% de los pacientes iniciaron tratamiento frente al VHC
con AADs. La combinacidn terapéutica mas utilizada fue la de sofosbuvir/ledipasvir
(SOF/LDV) (51%) seguida de sofosbuvir/daclatasvir (SOF/DCV) (18,6%), ambas con o sin
RBV. La duracion del tratamiento fue generalmente de 12 semanas (70,6%) y el uso de

ribavirina (RBV) fue frecuente (38,2%).

4. La tasa de respuesta viral sostenida (RVS) fue muy elevada (superior al 96%), y no se
observaron diferencias significativas entre ésta y factores asociados con peor
respuesta al tratamiento como el genotipo viral, el grado de fibrosis hepatica, la

exposicidon previa a tratamiento y la co-infeccion por VIH.

5. El Plan Estratégico para el Abordaje de la Hepatitis C (PEAHC) en Espaia tuvo un
gran impacto en el area sanitaria de A Corufia, donde el 73,7% de pacientes que
presentaban algun criterio de priorizacién, pudo acceder al tratamiento con AADs

durante el primer afio de implementacién del PEAHC.

6. La prevalencia de RASs a los inhibidores de NS5A en el area sanitaria de A Corufia
fue baja, del orden del 5,5% para los pacientes con Gla y nula (0%) para los pacientes

con G3.
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7. La variante Q30H/R fue la substitucion mas frecuentemente observada en la regiéon
NS5A en los pacientes con Gla, con una prevalencia del 3,1%. El resto de las
mutaciones se encontraron con una prevalencia inferior al 1% y fueron las siguientes:

M28T, L31M, H58D e Y93H.

8. En el area sanitaria de A Corufia la proporcion de pacientes con factores asociados a
menores tasas de RVS en presencia de RASs a los inhibidores de NS5A fue elevada

(siendo del 78,9% para el Gla y del 75,8% para el G3).

9. Las tasas de pacientes con RASs en NS5A en combinacién con alguno de los factores
asociados a menores tasas de RVS fueron bajas, por lo que la gran mayoria de los
pacientes (Gla mas del 94% y G3 el 100%) podrian ser tratados con regimenes

estandares de tratamiento.

10. La realizacidon de un estudio de RASs basales en la regién NS5A en poblaciones
especificas (como el Gla y el G3 con factores asociados a menores tasas de RVS)
podria ser Gtil para optimizar las estrategias terapéuticas actuales con terapias basadas
en NS5A, evitando las toxicidades asociadas a la RBV y acortando la duracién del

tratamiento.
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Anexo A. Hoja de recogida de datos de los pacientes del Estudio 1.

Variables sociodemograficas y epidemioldgicas

Afio de nacimiento

Nacionalidad

Género

Etnia

Fumador

En caso afirmativo especificar n? cigarrillos/dia
Consumo alcohol >30gr/dia

Consumo activo de drogas (especificar)
Comorbilidad

En caso afirmativo indicar tipo de comorbilidad

o Vardn

o Si
o Si

o Osea

o Cardiovascular
o Diabetes

o Mujer oTransexual
o No o Ex-fumador
o No o Ex-bebedor

O Toxicidad renal
0 Neuropsiquidtrica
O Digestiva

Parametros clinicos

AST/ALT/GGT (Ul/mL)

Parametros viroldgicos infeccion por VHC

Fecha de diagndstico VHC

Via de trasmision VHC

Genotipo/subtipo VHC

ARN-VHC basal (logip Ul/mL)

ARN-VHC actual (log;o Ul/mL)

Fibroscan actual (kPa) y grado de fibrosis
Cirrosis hepatica (>12,5 kPa)
Polimorfismo IL-28B

Descompensacién hepatica

En caso afirmativo indicar que tipo
Exposicion previa a tto

En caso afirmativo describir pauta y tipo de
respuesta

Inicio tratamiento activo VHC en 2015

En caso afirmativo describir pauta y duracién
RVS

En caso negativo describir si el paciente se retratd
y con que

Co-infeccidn con otros virus

En caso afirmativo describir tipo de virus

o Si
o CC
o Si

o Naive

o Si

o Si

o No
oCT oTT
o No

O Pretratado

o No

o No

Parametros viroldgicos co-infeccién por VIH

Fecha de diagndstico VIH
Via de trasmision VIH

En tratamiento antirretroviral
En caso afirmativo describir pauta y fecha de inicio
Recuento linfocitos CD4+ (células/mm?)

ARN-VIH indetectable
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o Si

o Si

o No

o No
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Anexo B. Publicacion cientifica derivada del Estudio 1.
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(60.9% HIV/HCV coinfected and 28.2% cirrhotic). Of these, 72.9% of patients that were
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transplant or extrahepatic manifestations), initiated treatment during 2015. Globally, SVR12
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1 | BACKGROUND

HCV infection is an important health problem affecting more than 150
million people worldwide and about 475 000 people in Spain,*? and
can lead to significant morbidity and mortality.®> The introduction of
high-effective and well tolerated direct-acting antivirals (DAA) has
allowed for shorter treatment regimens and offered new opportunities
for previously excluded groups. Additionally, these newer regimens
have shown to be cost-effective across all fibrosis stages.*> However,
their current high cost only allows a restricted number of patients to
access treatment. In May 2015, the Spanish National Health Service
published a Strategic Plan to face HCV infection. The objective of this
Plan was to effectively address the prevention, diagnosis, treatment,
and monitoring of HCV-infected patients.?

HCV infection, HCV treatment, HIV/HCV coinfection

The aim of the study was to characterize HCV infection in
Northwest Spain and evaluate the impact of the Spanish Strategic Plan
in this population.

2 | MATERIALS AND METHODS

This is a transversal observational study. Patients with chronic HCV
infection in two hospitals of Northwest Spain were included in the
period June 2014 to December 2015 (n = 387). This sample size allows
to estimate parameters of interest with a confidence interval of 95%
(a=0.05) and a precision £5%.

The research protocol was approved by the regional ethics
committee (“Comité Etico de Investigacion Clinica de Galicia,” register
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code 2013/249). All patients participating in the study signed the
informed consent.

Epidemiological, clinical, and virological characteristics were
recorded. Liver fibrosis was measured by transient elastography.
Regimen and duration of treatment were recorded in those patients
who initiated HCV treatment during 2015. Treatment efficacy was
measured as sustained virological response (SVR12) defined as HCV-
RNA below the level of detection recorded 12 weeks after treatment
discontinuation.

The statistical analysis was performed using the Statistical
Package for the Social Sciences software (SPSS 19.0, Chicago, IL).
Categorical variables were presented as number of cases or
percentage and compared by X? test or Fishefs exact test, when
appropriate. Continuous variables were expressed as median (inter-
quartile range) and compared by non-parametric Mann-Whitney and
Kruskal-Wallis test, when appropriate. A P-value <0.05 was consid-

ered statistically significant.

3 | RESULTS

A total of 387 patients were included. Of these, 72.6% were men;
60.9% (n=223) HIV/HCV coinfected patients and 28.2% (n = 100)
cirrhotic. Epidemiological, clinical, laboratory parameters, and
virological characteristics previous to HCV-treatment initiation are
shown in Table 1. Genotype 1 was the most common one (66.2%)
followed by genotype 3 (16.8%). Overall, 4.4% of patients had
previous hepatic decompensation: hydropic decompensation (3.9%),
encephalopathy (1.3%), and/or gastrointestinal bleeding (0.8%). In
addition, 1% of patients had hepatocellular carcinoma and 3.9%
extrahepatic manifestations of HCV infection. Among treatment-
experienced (34.4%) patients, 81.8% had received pegylated-
interferon (Peg-IFN) and ribavirin (RBV) regimen, and 15.2%
Peg-IFN + RBV + boceprevir/telaprevir. Response to previous HCV
treatment was: 31.8% null response, 25.8% relapse, 21.2% intoler-
ance to Peg-IFN + RBV, 10.6% partial response, and 10.6% unknown
response.

Regarding HIV/HCV patients, 95.9% received antiretroviral
treatment (ART) with a combination of two nucleoside reverse
transcriptase inhibitors and a protease inhibitor (43.8%), a non-
nucleoside reverse transcriptase inhibitor (28.8%) or an integrase
inhibitor (13.5%) while 13.5% received other regimens. Median CD4
count at the moment of the study was 566 (312-750) cells/mm? and
86.7% of patients under ART had suppressed viremia.

During 2015, 52.7% of HCV-infected patients initiated treatment.
According to the Spanish Strategic Plan for HCV infection, 66.5% of all
patients should be prioritized for HCV treatment (liver fibrosis 2F2,
transplant or extrahepatic manifestations). Of these, 72.9% initiated
HCV treatment during 2015. Combinations of DAA and duration of
HCV treatment are shown in Table 1.

QOverall, 96.5% of HCV patients achieved SVR12. SVR12 rates in
different subgroups are shown in Figure 1. No differences were
observed according to previous HCV treatment (P = 0.086), HIV/HCV
coinfection (P=0.395), HCV genotype (1 vs. non-1 genotype,
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P=0.999; and 3 vs. non-3, P=0.181) or liver fibrosis (F2-F3 vs. F4,
P =0.408).

Among failures (n=6), five were treatment-experienced (Peg-

IFN-based regimens), four cirrhotic, and one was HIV/HCV coinfected.
Regarding HCV genotypes, there were four patients with genotype 1
(only one with genotype 1a although subtype was not determined in
one patient) and two with genotype 3. All failures but two (intolerance
to Peg-IFN-based regimen and hepatic decompensation with death)
were relapses. Of these, three patients were re-treated (Peg-
IFN + RBV + sofosbuvir (SOF) and SOF + ledipasvir + RBV, and both
achieved SVR12 while another is on-treatment with SOF + daclatas-
vir+RBV) and one patient died before re-treatment due to
hepatocellular cancer. Resistance test was performed in only one

patient and no resistance mutations were found.

4 | DISCUSSION

This study characterizes chronic HCV infection in 387 patients in
Northwest Spain and the impact of the Spanish Strategic Plan on
HCV cure last year. This cohort had 28.2% of patients with cirrhosis
and a high prevalence of HIV/HCV patients (60.9%). The introduc-
tion of the Spanish Strategic Plan in 2015 has allowed to treat half
(52.7%) of all HCV patients with different DAA-combinations and
SVR12 rates over 96%.

The distribution of HCV genotypes is similar throughout Western

Europe with some local differences.*®7,%®

The prevalence of HCV
infection in Spain is among the highest in Europe and several studies
reported genotype 1 as the most common one, similarly to our cohort
(66.2%).71%11 In addition, HCV genotypes are usually associated to
different routes of transmission. In fact, genotypes 1a, 3, and 4 are
more common among intravenous drug users™¢” 81012
82% of HIV/HCV patients in our cohort.

Cirrhosis had similar prevalence in both HCV-monoinfected and
HIV/HCV patients (29.2% vs. 26.8%, respectively). Since the

widespread introduction of ART regimens, data on the effect of HIV

and represent

coinfection on liver fibrosis progression and its complications have
been controversial.*>141>1¢ An improved control of HIV infection
with earlier initiation of a less hepatotoxic ART and higher CD4 counts
could explain similar rates of cirrhosis in both HCV-monoinfected and
HIV/HCV patients observed in our cohort.

The development of DAA has allowed a significant improvement
in rates of SVR12. However, those patients involved in clinical trials
tend to have more favorable outcomes than patients in the real-world
mainly due to strict patient selection. In our cohort, rates of SVR12
were consistently high across all subgroups evaluated, ranging from
83.3% to 100%. Cirrhosis and HIV/HCV coinfection had been
previously identified as independent predictors of virological failure.'”
However, we found no significant differences in SVR12 based on HIV/
HCV coinfection or liver fibrosis. Despite the high rate (98.5%) of
SVR12 observed in our cohort of HIV/HCV patients, it is noteworthy
that less patients have initiated treatment compared with HCV-
monoinfected (42.4% and 64.3%, respectively). Effectiveness in HIV/

HCV patients was similar to HCV-monoinfected and concordant with
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code 2013/249). All patients participating in the study signed the
informed consent.

Epidemiological, clinical, and virological characteristics were
recorded. Liver fibrosis was measured by transient elastography.
Regimen and duration of treatment were recorded in those patients
who initiated HCV treatment during 2015. Treatment efficacy was
measured as sustained virological response (SVR12) defined as HCV-
RNA below the level of detection recorded 12 weeks after treatment
discontinuation.

The statistical analysis was performed using the Statistical
Package for the Social Sciences software (SPSS 19.0, Chicago, IL).
Categorical variables were presented as number of cases or
percentage and compared by X? test or Fishefs exact test, when
appropriate. Continuous variables were expressed as median (inter-
quartile range) and compared by non-parametric Mann-Whitney and
Kruskal-Wallis test, when appropriate. A P-value <0.05 was consid-

ered statistically significant.

3 | RESULTS

A total of 387 patients were included. Of these, 72.6% were men;
60.9% (n=223) HIV/HCV coinfected patients and 28.2% (n = 100)
cirrhotic. Epidemiological, clinical, laboratory parameters, and
virological characteristics previous to HCV-treatment initiation are
shown in Table 1. Genotype 1 was the most common one (66.2%)
followed by genotype 3 (16.8%). Overall, 4.4% of patients had
previous hepatic decompensation: hydropic decompensation (3.9%),
encephalopathy (1.3%), and/or gastrointestinal bleeding (0.8%). In
addition, 1% of patients had hepatocellular carcinoma and 3.9%
extrahepatic manifestations of HCV infection. Among treatment-
experienced (34.4%) patients, 81.8% had received pegylated-
interferon (Peg-IFN) and ribavirin (RBV) regimen, and 15.2%
Peg-IFN + RBV + boceprevir/telaprevir. Response to previous HCV
treatment was: 31.8% null response, 25.8% relapse, 21.2% intoler-
ance to Peg-IFN + RBV, 10.6% partial response, and 10.6% unknown
response.

Regarding HIV/HCV patients, 95.9% received antiretroviral
treatment (ART) with a combination of two nucleoside reverse
transcriptase inhibitors and a protease inhibitor (43.8%), a non-
nucleoside reverse transcriptase inhibitor (28.8%) or an integrase
inhibitor (13.5%) while 13.5% received other regimens. Median CD4
count at the moment of the study was 566 (312-750) cells/mm? and
86.7% of patients under ART had suppressed viremia.

During 2015, 52.7% of HCV-infected patients initiated treatment.
According to the Spanish Strategic Plan for HCV infection, 66.5% of all
patients should be prioritized for HCV treatment (liver fibrosis 2F2,
transplant or extrahepatic manifestations). Of these, 72.9% initiated
HCV treatment during 2015. Combinations of DAA and duration of
HCV treatment are shown in Table 1.

Overall, 96.5% of HCV patients achieved SVR12. SVR12 rates in
different subgroups are shown in Figure 1. No differences were
observed according to previous HCV treatment (P = 0.086), HIV/HCV
coinfection (P=0.395), HCV genotype (1 vs. non-1 genotype,
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P=0.999; and 3 vs. non-3, P=0.181) or liver fibrosis (F2-F3 vs. F4,
P =0.408).

Among failures (n=6), five were treatment-experienced (Peg-

IFN-based regimens), four cirrhotic, and one was HIV/HCV coinfected.
Regarding HCV genotypes, there were four patients with genotype 1
(only one with genotype 1a although subtype was not determined in
one patient) and two with genotype 3. All failures but two (intolerance
to Peg-IFN-based regimen and hepatic decompensation with death)
were relapses. Of these, three patients were re-treated (Peg-
IFN + RBV + sofosbuvir (SOF) and SOF + ledipasvir + RBV, and both
achieved SVR12 while another is on-treatment with SOF + daclatas-
vir+RBV) and one patient died before re-treatment due to
hepatocellular cancer. Resistance test was performed in only one

patient and no resistance mutations were found.

4 | DISCUSSION

This study characterizes chronic HCV infection in 387 patients in
Northwest Spain and the impact of the Spanish Strategic Plan on
HCV cure last year. This cohort had 28.2% of patients with cirrhosis
and a high prevalence of HIV/HCV patients (60.9%). The introduc-
tion of the Spanish Strategic Plan in 2015 has allowed to treat half
(52.7%) of all HCV patients with different DAA-combinations and
SVR12 rates over 96%.

The distribution of HCV genotypes is similar throughout Western

Europe with some local differences.*¢7,%8

The prevalence of HCV
infection in Spain is among the highest in Europe and several studies
reported genotype 1 as the most common one, similarly to our cohort
(66.2%).21911 |n addition, HCV genotypes are usually associated to
different routes of transmission. In fact, genotypes 1a, 3, and 4 are
more common among intravenous drug users™ 781012
82% of HIV/HCV patients in our cohort.

Cirrhosis had similar prevalence in both HCV-monoinfected and
HIV/HCV patients (29.2% vs. 26.8%, respectively). Since the

widespread introduction of ART regimens, data on the effect of HIV

and represent

coinfection on liver fibrosis progression and its complications have
been controversial.*>'#151¢ An improved control of HIV infection
with earlier initiation of a less hepatotoxic ART and higher CD4 counts
could explain similar rates of cirrhosis in both HCV-monoinfected and
HIV/HCV patients observed in our cohort.

The development of DAA has allowed a significant improvement
in rates of SVR12. However, those patients involved in clinical trials
tend to have more favorable outcomes than patients in the real-world
mainly due to strict patient selection. In our cohort, rates of SVR12
were consistently high across all subgroups evaluated, ranging from
83.3% to 100%. Cirrhosis and HIV/HCV coinfection had been
previously identified as independent predictors of virological failure.'”
However, we found no significant differences in SVR12 based on HIV/
HCV coinfection or liver fibrosis. Despite the high rate (98.5%) of
SVR12 observed in our cohort of HIV/HCV patients, it is noteworthy
that less patients have initiated treatment compared with HCV-
monoinfected (42.4% and 64.3%, respectively). Effectiveness in HIV/

HCV patients was similar to HCV-monoinfected and concordant with
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who initiated HCV treatment during 2015. Treatment efficacy was
measured as sustained virological response (SVR12) defined as HCV-
RNA below the level of detection recorded 12 weeks after treatment
discontinuation.

The statistical analysis was performed using the Statistical
Package for the Social Sciences software (SPSS 19.0, Chicago, IL).
Categorical variables were presented as number of cases or
percentage and compared by X? test or Fishefs exact test, when
appropriate. Continuous variables were expressed as median (inter-
quartile range) and compared by non-parametric Mann-Whitney and
Kruskal-Wallis test, when appropriate. A P-value <0.05 was consid-

ered statistically significant.

3 | RESULTS

A total of 387 patients were included. Of these, 72.6% were men;
60.9% (n=223) HIV/HCV coinfected patients and 28.2% (n = 100)
cirrhotic. Epidemiological, clinical, laboratory parameters, and
virological characteristics previous to HCV-treatment initiation are
shown in Table 1. Genotype 1 was the most common one (66.2%)
followed by genotype 3 (16.8%). Overall, 4.4% of patients had
previous hepatic decompensation: hydropic decompensation (3.9%),
encephalopathy (1.3%), and/or gastrointestinal bleeding (0.8%). In
addition, 1% of patients had hepatocellular carcinoma and 3.9%
extrahepatic manifestations of HCV infection. Among treatment-
experienced (34.4%) patients, 81.8% had received pegylated-
interferon (Peg-IFN) and ribavirin (RBV) regimen, and 15.2%
Peg-IFN + RBV + boceprevir/telaprevir. Response to previous HCV
treatment was: 31.8% null response, 25.8% relapse, 21.2% intoler-
ance to Peg-IFN + RBV, 10.6% partial response, and 10.6% unknown
response.

Regarding HIV/HCV patients, 95.9% received antiretroviral
treatment (ART) with a combination of two nucleoside reverse
transcriptase inhibitors and a protease inhibitor (43.8%), a non-
nucleoside reverse transcriptase inhibitor (28.8%) or an integrase
inhibitor (13.5%) while 13.5% received other regimens. Median CD4
count at the moment of the study was 566 (312-750) cells/mm? and
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According to the Spanish Strategic Plan for HCV infection, 66.5% of all
patients should be prioritized for HCV treatment (liver fibrosis 2F2,
transplant or extrahepatic manifestations). Of these, 72.9% initiated
HCV treatment during 2015. Combinations of DAA and duration of
HCV treatment are shown in Table 1.

Overall, 96.5% of HCV patients achieved SVR12. SVR12 rates in
different subgroups are shown in Figure 1. No differences were
observed according to previous HCV treatment (P = 0.086), HIV/HCV
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more common among intravenous drug users™ 781012
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HIV/HCV patients (29.2% vs. 26.8%, respectively). Since the

widespread introduction of ART regimens, data on the effect of HIV
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coinfection on liver fibrosis progression and its complications have
been controversial.*>'#151¢ An improved control of HIV infection
with earlier initiation of a less hepatotoxic ART and higher CD4 counts
could explain similar rates of cirrhosis in both HCV-monoinfected and
HIV/HCV patients observed in our cohort.

The development of DAA has allowed a significant improvement
in rates of SVR12. However, those patients involved in clinical trials
tend to have more favorable outcomes than patients in the real-world
mainly due to strict patient selection. In our cohort, rates of SVR12
were consistently high across all subgroups evaluated, ranging from
83.3% to 100%. Cirrhosis and HIV/HCV coinfection had been
previously identified as independent predictors of virological failure.'”
However, we found no significant differences in SVR12 based on HIV/
HCV coinfection or liver fibrosis. Despite the high rate (98.5%) of
SVR12 observed in our cohort of HIV/HCV patients, it is noteworthy
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Anexo C. Hoja de recogida de datos del paciente del Estudio 2.

Variables sociodemograficas y epidemioldgicas

Ano de nacimiento
Nacionalidad

Género o Varén o Mujer oTransexual
Etnia
Fumador oSi o No 0 Ex-fumador
En caso afirmativo especificar n? cigarrillos/dia
Consumo alcohol >30gr/dia o Si o No 0O Ex-bebedor
Consumo activo de drogas (especificar)
Comorbilidad o Osea 0 Toxicidad renal
En caso afirmativo indicar tipo de comorbilidad o Cardiovascular 0 Neuropsiquidtrica

0 Diabetes O Digestiva

Parametros clinicos

AST/ALT/GGT (Ul/mL)

Parametros viroldgicos infeccion por VHC

Fecha de diagnéstico VHC

Via de trasmisién VHC

Genotipo/subtipo VHC

ARN-VHC basal (logip Ul/mL)

ARN-VHC actual (log;o Ul/mL)

ARN-VHC > 800.000 Ul/mL

Fibroscan actual (kPa) y grado de fibrosis

Cirrosis hepatica (>12,5 kPa) o Si o No
Polimorfismo IL-28B o CC oCT oTT
Descompensacién hepatica o Si o No

En caso afirmativo indicar que tipo

Exposicion previa a tto o Naive O Pretratado
En caso afirmativo describir pauta y tipo de

respuesta

Inicio tratamiento activo VHC oSi o No

En caso afirmativo describir pauta y duracién

RVS o Si o No

En caso negativo describir si el paciente se retratd

y con que

Co-infeccién con VIH o Si o No
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1 | INTRODUCTION

Since the approval of Direct Acting Antiviral agents (DAAs), the face of
hepatitis C infection (HCV) has dramatically changed. The combination

The presence of resistance-associated substitutions (RASs) at NS5A region might
compromise the efficacy of Direct Acting Antiviral agents (DAAs). HCV resistance at
NS5A region is mainly focused on patients with hepatitis C virus (HCV) genotypes 1a
(G1a) and 3 (G3) with other factors of poor treatment response (ie cirrhosis, prior
treatment-exposure, or HCV-RNA >800 000 IU/mL). Herein, we evaluated in a cohort
of HCV G1a and G3 infected patients the prevalence of RASs at domain | NS5A using
population-based sequencing and the impact of RASs on the optimization of current
therapeutic strategies. The RASs considered as clinically relevant were: M28A/G/T,
Q30D/E/H/G/K/L/R, L31M/V/F, H58D, and Y93C/H/N/S for Gla and Y93H for G3.
A total of 232 patients naive to NS5A inhibitors were included (166 G1a, 66 G3). The
overall prevalence of NS5A RASs for Gla and G3 patients was low (5.5%) or null,
respectively. A high proportion of patients harbored, at least, one factor of poor
response (78.9% for G1a, and 75.8% for G3). Overall, the rates of patients harboring
NS5A RASs in combination with any of the other factors were low and the vast majority
of patients (Gla> 94% and G3 100%) could be treated with standard treatments of
12 weeks without ribavirin. In conclusion, testing NS5A RASs in specific HCV-infected
populations (ie Gla & G3, cirrhosis, prior treatment experienced, HCV-RNA
>800 000 IU/mL) might be useful to optimize current NS5A-based therapies avoiding
ribavirin-related toxicities, and shortening treatment duration in the majority of
patients.

KEYWORDS
genotype 1a, genotype 3, HCV-infection, NS5A, RASs

regimens of DAAs are the new standard of treatment for HCV
infection with high-sustained viral response (SVR) rates at 12 weeks
for the majority of patients (90%) and almost without adverse events.

However, some of these combination regimens require prolonging

1094 | © 2018 Wiley Periodicals, Inc.
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treatment duration (16 or 24 weeks) and/or the addition of ribavirin if
some factors related with a poor treatment response are present. This
is the case of HCV-infected patients with genotypes 1a (G1la) and 3
(G3) with cirrhosis, prior exposure to interferon-based regimens, high
baseline HCV-RNA, and/or presence of resistance-associated sub-
stitutions (RASs) with a poorer response for NS5A inhibitors-based
therapies.* 3

Inthe current treatment scenario, the relevance of HCV resistance
is mainly focused on the NS5A region for G1a and G3. Several studies
have shown that the presence of RASs at NS5A might compromise the
virological response for HCV G1a and G3 patients.*"*® The impact of
these RASs on treatment efficacy varies according to the presence of
other factors and can be countered by prolonging the duration of
treatment or adding ribavirin for some DAA combinations.

In this context, current HCV treatment guidelines highlight that
the presence of NS5A RASs before treatment initiation in combination
with other factors of poor response previously cited might compro-
mise the efficacy of specific DAA combinations. Therefore, testing
NS5A resistance might help to select the optimal DAA combination
among patients harboring predictors of poor response and avoid
unnecessarily prolong treatment duration or the addition of ribavirin in
those patients in whom RASs are not present. Therefore, this strategy
might avoid the toxicity related to the use of ribavirin, allow optimize
treatment duration, and afford costs to the Health systems. Moreover,
it is known that NS5A RAS may persist for years, which could have
implications for retreatment in case of failure.

This study analyzes, the prevalence of NS5A RASs for G1a and G3
patient's naive to NS5A inhibitors and evaluates the benefits of

performing a resistance test to optimize current therapeutic strategies.

2 | MATERIALS AND METHODS

This is an observational study in patients with chronic hepatitis C (CHC)
in clinical follow-up at two hospitals in Northwest Spain (Complejo
Hospitalario Universitario de A Corufa and Complejo Hospitalario
Universitario de Ferrol) between June-2014 and June-2016. All patients
enrolled in the study had HCV G1a and G3 and were naive to regimens
containing NS5A inhibitors. This study was approved by the regional
Ethics Committee (register code C.0003724). Only patients who had
signed the informed consent and had HCV-RNA >1000 IU/mL were
included. Liver stiffness was measured by transient elastography
(FibroScan, EchoSense, Paris, France) and results expressed in kilo-
pascals (kPa) were converted into the METAVIR scale as follows: FO-
F1<7.5; F2 27.5,and <9.5 kPa; F3 29.5 and <12.5 kPa and F4 12.5kPa
(cirrhosis). Demographic and baseline characteristics were retrospec-
tively recorded.

The HCV NS5A region was sequenced from plasma samples
regularly stored at -80°C in the Biobank of A Corufia. NS5A Domain |
(codons 1-213) was amplified with HCV genotype-specific primers
through reverse transcription PCR (RT-PCR) and nested-PCR. NS5A
amplification for HCV G1la was performed as previously described.**
For HCV G3 NS5A amplification RT-PCR was performed using
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RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA). The nested-PCR reaction was carried out
using Hotstart Master Mix Kit (Qiagen, Hilden, Germany) with the
following primers: NS5A-3a_F 5'CyGCATTGCTGAGTTCTCTA3' and
NS5A-3a_R 5'GYAGTCTCACYCCATCCACTTC3'."® Direct sequencing
of all PCR products was performed using an automatic sequencer (ABI
Prism 3130x| Genetic Analyzer [Applied Biosystems, Foster City, CA])
and BigDye Ready Reaction Kit V3.1 (Applied Biosystems, Foster City,
CA). Nucleotide sequences were assembled using the Variant Reporter
version 1.0 software (Thermo Fisher Scientific) and aligned with
reference sequences (GeneBank accession numbers AF009606 for
HCV G1la and D17763 for HCV G3). NS5A sequences were analyzed
using geno2pheno (HCV) algorithm for the identification of NS5A
RASs¢ considering the clinically relevant RASs for the analysis: M28A/
G/T, Q30D/E/H/G/K/L/R, L31M/V/F, H58D, and Y93C/H/N/S for
G1laand Y93H for G3 accordingly to the last updated guidelines of the
American Association for the Study of Liver Diseases (AASLD) and the
European Association for the Study of the Liver (EASL).2?

The statistical analysis was performed using the Statistical
Package for the Social Sciences software (SPSS 19.0, Chicago, IL).
Categorical variables are presented as number of cases or percentage.

Continuous variables are expressed as mean + standard deviation.

3 | RESULTS

The study enrolled 232 CHC patients: 166 HCV G1la and 66 HCV G3.
Clinical characteristics and prevalence of baseline NS5A RASs are
detailed in Table 1. NS5A population sequencing was successfully
performed for 162 of 166 patients G1a and for all G3 patients. The
prevalence of clinically relevant RASs was 5.5% (9/162) in HCV Gla.
The most frequent substitution recognized was Q30H/R (5/162,
3.1%). The remaining RASs were found with a prevalence below 1%:
M28T (1/162, 0.6%), L31M (1/162, 0.6%), H58D (1/162, 0.6%), and
Y93H (1/162, 0.6%). NS5A RASs were not detected among HCV G3
infected patients.

The presence of factors associated with poor response to
treatment (liver cirrhosis, prior exposure to treatment and HCV-
RNA >800 000 IU/mL) was evaluated in both genotypes. Regarding
the fibrosis stage, 21.1% (35/166) of Gla and 25.8% (17/66) of G3 had
liver cirrhosis. The proportion of patients with prior exposure to
treatment was 28.3% (47/166) for Gla and 19.7% (13/166) for G3.
According to the prior treatment status, all G3 patients were previously
exposed to pegylated-interferon (peg-1FN) with ribavirin. Nevertheless
for Gla patients, 83% (39/47) were previously exposed to peg-IFN
with ribavirin, and 17% (8/47) were previously exposed to triple
therapy with peg-IFN, ribavirin, and the first generation of protease
inhibitors regimens (boceprevir or telaprevir). Furthermore, a high
prevalence of patients with baseline HCV-RNA levels >800 000 IlU/mL
was observed for both genotypes (72.7% [120/166] Gla and 64.6%
[42/166] G3).

Moreover, we evaluated in this cohort the impact of NS5A RASs

on current therapeutic strategies to define the utility of resistance
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TABLE 1 Clinical characteristics and prevalence of baseline NS5A
RASs of CHC patients infected with Gla and G3

Gla G3
(N =166) (N = 66)
Male 132 (79.5) 50 (75.8)
Age, years 48.7+8.3 494+6.7
Time since HCV diagnosis, years 17+6.9 16.1+6.9
HIV/HCV co-infection 98 (61.3) 46 (69.7)
Factors of poor response
HCV-RNA >800 000 IU/mL 120 (72.7) 42 (64.6)
Prior exposure to IFN-based 47 (28.3) 13 (19.7)
therapies
Liver cirrhosis 35 (21.1) 17 (25.8)
Prevalence of baseline RASs? 9 (5.5) 0(0)
M28T 1(0.6) -
Q30H/R 5(3.1) -
L31M 1(0.6) -
H58D 1(0.6) &
Y93H 1(0.6) 0(0)

Data are expressed as n (%) or mean * standard deviation. Abbreviatures:
HIV: Human Immunodeficiency Virus; HCV: Hepatitis C Virus; HCV-RNA:
HCV viral load; IU/mL: International Units per mililiter; IFN: Interferon;
RASs: Resistance-associated substitutions.

“Rates of baseline RASs in G1a were calculated with N = 162.

testing in patients with predictors associated with poor response to
specific DAA therapies (Table 2). In this population, 71.6% (116/162)
of Gla patients had HCV-RNA values >800 000 IU/mL. Considering
current HCV treatment guidelines, treatment duration must be
prolonged to 16 weeks with ribavirin for grazoprevir/elbasvir
combination in case that testing RASs was not available. However,
after performing NS5A RASs resistance testing in this population only
5.2% (6/116) of them had RASs and therefore would require
prolonging treatment duration and the addition of ribavirin. The rest

of patients could benefit of an optimized treatment for 12 weeks

without ribavirin. Among G1a patients, 29% (47/162) were treatment-
experienced with or without cirrhosis. Therapeutic guidelines recom-
mend prolonging treatment duration to 24 weeks or adding ribavirin
for 12 weeks for sofosbuvir/ledipasvir or sofosbuvir/daclatasvir
regimens, in this subset of patients if baseline RASs conferring
resistance to NS5A are present. In this population, only 4.3% (2/47) of
patients harbored RASs and therefore would require reinforcing
treatment. Finally, for G3 patients, 39.4% (26/66) were treatment-
experienced (with or without cirrhosis) or naive with cirrhosis for which
prolonging treatment duration to 24 weeks or adding ribavirin for
12 weeks for sofosbuvir/velpatasvir combination if NS5A RAS Y93H is
present. None of these patients with G3 had this mutation, hence, all of
them could benefit from the standard sofosbuvir/velpatasvir treat-
ment for 12 weeks without ribavirin.

Treatment outcome was retrospectively evaluated in the group of
patients with baseline NS5A RASs (N = 8). Of them, 2 (2/8, 25%) are
still naive to HCV therapy; 2 (2/8, 25%) were treated without NS5A
inhibitors; and 4 (4/8, 50%) were treated with NS5A inhibitors-based
therapies (4/4, 100%, sofosbuvir/ledipasvir). Only one of these
patients, presented factors of poor response associated with lower
SVR rates (to be treatment-experienced). This patient had L31M
mutation, which confers >100-fold change for ledipasvir. This patient
was treated according to the guidelines recommendations in case of
presence of RASs. Therefore, for this patient the treatment was
reinforced by adding ribavirin during 12 weeks, so the effect of
baseline RASs could be unmasked. All patients who presented baseline
RASs (6/6, 100%) achieved SVR.

4 | DISCUSSION

The present study evaluated the prevalence of RASs related with a
poor response to NS5A inhibitors in 232 CHC infected patients with
Gla and G3 (naive to NS5A inhibitors), and the clinical implication of
NS5A RASs testing on current HCV therapies.*” 't A total of 166
patients with Gla (21.1% with cirrhosis, 28.3% treatment-experi-
enced, 72.7% HCV-RNA >800000 IU/mL) and 66 G3 (25.8% with

TABLE 2 Rate of patients in whom baseline RASs might impact on treatment outcomes to specific DAA combinations affected by NS5A RASs

Scenario for NS5A RASs testing

Rate of patients n/N (%)

:::;type DAA-combinations Factors of poor response (FPR) With FPR With RASs? Without RASs®
la GZR/EBV Naive or treatment-experienced with HCV-RNA 116/162 (71.6) 6/116 (5.2) 110/116 (94.8)
>800000 IU/mL
SOF/LDV or SOF-DCV Treatment-experienced with or without cirrhosis 47/162 (29.0) 2/47 (4.3) 45/47 (95.7)
3 SOF/VEL Treatment-experienced (with or without cirrhosis) 26/66 (39.4) 0/26(0) 26/26 (100.0)

and naive with cirrhosis

Data are expressed as n/N (%). Abbreviatures: HCV: Hepatitis C Virus; DAA: direct acting antiviral agents; RASs: resistance-associated substitutions;
HCV-RNA: HCV viral load; GZR/EBV: grazoprevir/elbasvir; SOF/LDV: sofosbuvir/ledipasvir; SOF-DCV: sofosbuvir-daclatasvir; SOF/VEL: sofosbuvir/

velpatasvir; FPR: factors of poor response.

?Patients with RASs should reinforce treatment adding ribavirin and/or prolonging treatment duration.

PPatients without RASs should be treated with standard regimens of DAA.
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cirrhosis, 19.7%  treatment-experienced, 64.6% HCV-RNA
>800 000 IU/mL) were included. The prevalence of baseline RASs to
NS5A-inhibitors was 5.5% for G1a, being Q30H/R the most prevalent
mutation identified (3.1%). The NS5A RAS Y93H was not recognized
for any of G3 patients.

The prevalence of baseline NS5A RASs could vary according to the
geographical region. In the United States, it has been described a
prevalence ranging 9-12% for G1a.>'%17%8 |n Europe, recent studies
have reported rates of prevalence ranging from 1.6% in Sweden to
12.5% in Italy.*®2° In Spain, Calleja et al?* and Palladino et al®?
described rates of prevalence around 6%. These figures are similar to
that observed in the present study. For G3, the scarce data available,
show a rate of NS5A RASs ranging 3.8-8.8%.91° Nevertheless, the
information available regard the prevalence of NS5A RASs should be
carefully analyzed due to the lack of a standardized method for RASs
detection, the selection of NS5A RASs considered for the analysis, and
the number and clinical characteristics of the patient population
included among the different studies.

Otherwise, the phenotypic resistance data generated from clinical
trials indicate that only those RASs that confer medium- to high-level
resistance might affect to the treatment response to DAAs. In this
context, the most prevalent RAS identified in this study, Q30H/R,
confers a high-level resistance (>100-fold change) to NS5A
inhibitors.**”

In the current treatment scenario, the presence of clinically
relevant NS5A RASs among G1a and G3 patients in combination with
cirrhosis, prior treatment exposure, or high HCV-RNA >800 000 U/
mL would make necessary the use of ribavirin or extending treatment
duration (16 or 24 weeks) for some regimens including NS5A
inhibitors. This is the case of grazoprevir/elbasvir, sofosbuvir/
ledipasvir, sofosbuvir/daclatasvir for G1a, and sofosbuvir/velpatasvir
for G3.2

Herein, we analyzed the impact of the results obtained in this
cohort of HCV G1la and G3 infected patients in the current clinical
setting. In this cohort, many patients had, at least, one factor
associated with lower SVR rates (78.9% in Gla, and 75.8% in G1b).
However, since the proportion of HCV G1a and G3 patients harboring
NS5A RASs is low (5.5% and 0.0%, respectively), the vast majority of
them (>94%) could cure the HCV infection with 12 weeks of treatment
without ribavirin when a NS5A RASs test was available.

The SVR was retrospectively analyzed in those patients with RASs,
of them, half (4/8) had received a NS5A inhibitors-based therapy. Of
note, only one of them had factors of poor response and therefore
standard treatment was reinforced by adding ribavirin and the effect of
baseline RASs was unmasked.

These figures indicate that the implementation of NS5A RASs
resistance testing before the initiation of treatments including NS5A
inhibitors seems to be helpful to optimize therapies and to avoid
ribavirin-related toxicities, reduce treatment duration, and costs.
However, NS5A RASs testing will be mainly focused on G1a and G3
patient's populations with characteristics associated with suboptimal
SVR at 12 weeks.
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There are scarce data regarding the prevalence of NS5A RASs in
G1laand G3 CHC population outside clinical trials and none evaluating
the impact of the presence of clinically relevant mutations for the
current treatment options.'#%17:182324 |ndeed, in the absence of a
standard globally available methodology for testing HCV RASs, the
latest AASLD and EASL recommendations highlight the usefulness of
HCV resistance to NS5A inhibitors to guide physician's decisions in
case of access to reliable resistance tests.>? Although deep sequencing
might provide additional information, recent studies have shown that
RASs present in low proportion (1-15%) do not significantly influence
the response to DAAs therapies.>!! Therefore, data obtained by
population-based sequencing would be the appropriate to take clinical
decisions.? In this context and even in the absence of a standardized
methodology for NS5A RASs testing, more data about the prevalence
of NS5A RASs among HCV G1a and G3 patients and to evaluate their
impact in the virologic response might be helpful for the design of
optimized treatment strategies.

In summary, the prevalence of NS5A RASs in this cohort of patients
with HCV G1a and G3 infection was low (5.5%) or null, respectively.
However, there is a high proportion of patients harboring other factors
associated with poor rates of virological response in combination with
RASs, such as cirrhosis, prior exposure to treatment, and high HCV-RNA
levels. For these patients, current guidelines recommended reinforcing
treatment by adding ribavirin and/or prolonging treatment duration
when these mutations are present. Therefore, testing NS5A RASs in
these specific populations might be useful to optimize current NS5A-
based therapies avoiding ribavirin-related toxicities and shortening

treatment duration in the majority of patients.
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Anexo E: Otras publicaciones cientificas realizadas durante la tesis doctoral

e Pernas B, Rego-Pérez |, Tabernilla A, Balboa V, Relaiio S, Grandal M, Crespo M,
Mena A, Castro-Iglesias A, Blanco FJ, Poveda E. Plasma mitochondrial DNA
levels are inversely associated with HIV-RNA levels and directly with CD4
counts: potential role as a biomarker of HIV replication. J Antimicrob
Chemother. 2017 Nov 1;72(11):3159-3162. Factor de Impacto (JCR 2017):
5,217. Q1 Infectious Diseases.

e Tabernilla A, Grandal M, Pernas B, Castro-Iglesias A, Rodriguez-Osorio |, Mena
A, Delgado M, Cid P, Pedreira JD, Poveda E. Viral dynamics among hepatitis C
virus chronic infected patients during direct-acting antiviral agents therapy:
impact for monitoring and optimizing treatment duration. Eur J Gastroenterol
Hepatol. 2017 Jul;29(7):781-785. Factor de Impacto (JCR 2017): 2,014. Q4
Gastroenterology and Hepatology.

e Tabernilla A, Rego-Pérez |, Grandal M, Pernas B, Pértega S, Delgado M, Marifio
A, Alvarez H, Mena A, Rodriguez-Osorio |, Pedreira JD, Blanco FJ, Poveda E.
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Among HCV and HIV/HCV-Coinfected Patients From Northwest Spain. J Acquir
Immune Defic Syndr. 2016 Oct 1;73(2):149-53. Factor de Impacto (JCR 2017):
4,116. Q1 Infectious Diseases.

e Pernas B, Grandal M, Tabernilla A, Cid P, Pértega S, Castro-Iglesias A, Mena A,
Margusino L, Pedreira JD, Poveda E. Long-term clinical experience with
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ANEXO G.- Comunicaciones a congresos y premios recibidos durante la tesis doctoral.

Congresos Nacionales:

V Congreso Nacional de GeSIDA. Sitges, 19-23 Noviembre de 2013.
Presentacién Pdster. Caracteristicas clinicas, viroldgicas, inmunolégicas de los
nuevos diagndsticos de infeccidn por VIH en el drea sanitaria de A Coruia entre
los afios 2004 y 2012: Evolucién clinica y respuesta al tratamiento
antirretroviral. B Pernas, A Mena, JD Pedreira, A Castro-lglesias, S Lopez, P
Vazquez, | Rodriguez-Osorio, M Grandal y E Poveda.

Reunidén "Una visién multidisciplinar en el tratamiento y la calidad de vida del
paciente con VIH". Madrid, 26 de Junio de 2014. Presentacion Péster. Elevada
prevalencia del subtipo F entre los nuevos diagndsticos de VIH en Galicia:
menores tasas de respuesta viroldgica al tratamiento antirretroviral entre los
pacientes con subtipo F frente al subtipo B. Pernas B, Grandal M, Castro-
Iglesias A, Cafizares A, Pértega S, Mena A, Vazquez-Rodriguez P, Lépez-Calvo S,
Rodriguez-Osorio |, Pedreira JD, Poveda E.

VI Congreso Nacional de GeSIDA. Malaga, 25-28 Noviembre de 2014.
Presentacidn Pdster. Cambios en la hospitalizacién de pacientes con infeccidon
por VIH. Estudio descriptivo en el periodo 1993-2013. H Meijide, A Mena, |
Rodriguez-Osorio, A Castro, S Lopez, P Vazquez, B Pernas, M Grandal, E Poveda,
y JD Pedreira.

VI Congreso Nacional de GeSIDA. Madlaga, 25-28 Noviembre de 2014.
Presentacidn Poster. Frecuencia y predictores de la presencia de episodios de
baja viremia ("blips") en los nuevos diagndsticos de infeccién por VIH en el area
sanitaria de A Corufia en los Ultimos 10 afios. B Pernas, M Grandal, A Cafiizares,
A Castro-Iglesias, S Pértega, | Rodriguez-Osorio, A Mena, P Vazquez, S Lopez-
Calvo, JD Pedreira, y E Poveda.

VI Congreso Nacional de GeSIDA. Madlaga, 25-28 Noviembre de 2014.
Presentacién Péster. Factores predictores de mortaldiad por neumonia por

Pneumocystis jiroveci en pacientes con infeccion por VIH. | Rodriguez-Osorio, A
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Mena de Cea, H Meijide, A Castro, S Lopez, P Vazquez, B Pernas, MJ Isorna, AB
Porto, T Dominguez, M Grandal, E Poveda, y JD Pedreira.

Il Jornadas de Biointegrasaude. A Corufia, 4 de Junio de 2014. Comunicacion
Poster. Elevada prevalencia del subtipo F entre los nuevos diagndsticos de VIH
en Galicia: menores tasas de respuesta viroldgica al tratamiento antirretroviral
entre los pacientes con subtipo F frente a los subtipo B. M Grandal, B Pernas, A
Castro-Iglesias, A Caiizares, A Mena, S Lépez-Calvo, P Vazquez-Rodriguez, S
Pértega, | Rodriguez-Osorio, J D. Pedreira and E Poveda.

| Congreso Nacional del Grupo de Estudio de Hepatitis Viricas (GEHEP). Vigo,
25-26 de Septiembre de 2015. Comunicaciéon Oral. European mitochondrial
DNA haplogroups impact on liver fibrosis progression among HCV and HIV/HCV
co-infected patients from Northwest Spain. Poveda E, Tabernilla A, Rego-Pérez
|, Grandal M, Pernas B, Pértega, Mena A, Rodriguez-Osorio |, Marifio A, Alvarez
H, Pedreira ID, Blanco FJ.

VIl Congreso Nacional del Grupo de Estudio del SIDA (GeSIDA). Madrid, 1- 4 de
Diciembre de 2015. Presentacién Podster. Haplogroups Impact of European
Mitochondrial DNA on Liver Fibrosis Progression among HCV and HIV/HCV
coinfected patients from Northwest Spain. Tabernilla A, Rego-Pérez |, Grandal
M, Pernas B, Pértega S, Mena A, Rodriguez-Osorio |, Marifio A, Alvarez H,
Pedreira JD, Blanco FJ, Poveda E.

VII Congreso Nacional del Grupo de Estudio del SIDA (GeSIDA). Madrid, 1- 4 de
Diciembre de 2015. Presentacidon Pdster. Evaluacidn de la experiencia clinica
con Darunavir a largo plazo (2007-2015) en pacientes VIH+: Eficacia, Seguridad
y Tolerancia. Pernas B, Grandal M, Tabernilla A, Cid P, Rodriguez- Osorio |,
Meijide H, Mena A, Castro-Iglesias A, Margusino L, Pedreira JD, Poveda E.

VIl Congreso Nacional del Grupo de Estudio del SIDA (GeSIDA). Madrid, 1- 4 de
Diciembre de 2015. Presentacion Péster. Perfil actual de la Infeccion Crénica
por VHC en el Norte de Espafia: Impacto en el contexto de las nuevas
recomendaciones terapéuticas. Grandal M, Pernas B, Tabernilla A, Mena A,
Rodriguez-Osorio |, Castro-Iglesias A, Delgado M , Marifio A, Alvarez H, Pedreira

ID, Poveda E.
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[ll Jornadas de Biointegrasaude. Vigo, 16 de Junio de 2015. Presentacién
Poster. Impacto de los blips y la baja viremia plasmatica en pacientes con
infeccion por VIH con tratamiento antirretroviral supresor. B Pernas, M
Grandal, A tabernilla, S Pértega, A Caiiizares, | Rodriguez-Osorio, H Meijide, A
Mena, A Castro-Iglesias, JD Pedreira y E Poveda.

Ill Jornadas de Biointegrasaude. Vigo, 16 de Junio de 2015. Presentacion
Péster. Impact of HCV infection in a HIV cohort followed over 18 years: past
and present. Mena A, Rodriguez-Osorio |, Meijide H, Castro MA, Pernas B,
Grandal M, Tabernilla A, Pedreira JD, Poveda E.

Il Jornadas de Biointegrasaude. Vigo, 16 de Junio de 2015. European
mitochondrial DNA haplogroups impact on liver fibrosis progression among
HCV and HIV/HCV coinfected patients from Northwest Spain. A Tabernilla, |
Rego-Pérez, M Grandal, B Pernas, S Pértega, A Mena, | Rodriguez-Osorio, A
Marifio, H Alvarez, JD Pedreira, FJ Blanco and E Poveda.

Il Congreso Nacional del Grupo de Estudio de Hepatitis Viricas (GEHEP).
Valencia, 29 de Septiembre- 1 de Octubre de 2016. Presentacion Péster.
Dindmica de la cinética viral en pacientes con infeccidon crénica por VHC en
Tratamiento con Antivirales de Accion Directa. Tabernilla A, Castro-Iglesias A,
Rodriguez-Osorio |, Grandal M, Pernas B, Mena A, Delgado M, Cid P, Margusino
L, Poveda E.

Il Congreso Nacional del Grupo de Estudio de Hepatitis Viricas (GEHEP).
Valencia, 29 de Septiembre- 1 de Octubre de 2016. Presentacion Pdster. Perfil
de la Infeccién Crénica por VHC en el Area Sanitaria de A Corufia: Impacto de
las actuales recomendaciones de tratamiento. Grandal M, Pernas B, Tabernilla
A, Marifio A, Alvarez H, Castro-Iglesias A, Mena A, Rodriguez Osorio |, Delgado
M, Pedreira JD, Poveda E.

Il Congreso Nacional del Grupo de Estudio de Hepatitis Viricas (GEHEP).
Valencia, 29 de Septiembre- 1 de Octubre de 2016. Comunicacién Oral. Cribado
de la Infeccién por VHC en Personas Nacidas entre 1960 y 1969 en el Area

Sanitaria de A Coruina: Seroprevalencia y Recomendaciones Sanitarias. Poveda
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E, Pernas B, Tabernilla A, Cid P, Rodriguez-Osorio |, Grandal M, Meijide H, Mena
A, Pértega S, Taboada JA, Malvar A, Hervada H, A. Castro- Iglesias A.

VIl Congreso Nacional del Grupo de Estudio del SIDA (GeSIDA). San Sebastian,
29 de Noviembre - 2 de Diciembre de 2016. Presentacion Pdster. Plasma
mitocondrial DNA levels are associated with lower HIV-RNA levels and higher
CD4 Counts: Potencial role as a surrogate marker of HIV Replicacion Beyond
HIV-RNA levels. Pernas B, Tabernilla A, Rego-Pérez |, Relano S, Balboa V,
Grandal M, Borrajo A, Ortun S, Castro-Iglesias A, Blanco FJ, Poveda E.

XX Congreso de la Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas vy
Microbiologia Clinica, (SEIMC). Barcelona, 26-28 de Mayo de 2016.
Presentacién Pdster. Dinamica de la cinética viral en pacientes con infeccion
crénica por VHC en Tratamiento con Antivirales de Accion Directa. Tabernilla A,
Castro-lglesias A, Rodriguez-Osorio |, Grandal M, Pernas B, Mena A, Delgado M,
Cid P, Margusino L, Poveda E.

XX Congreso de la Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas vy
Microbiologia Clinica, (SEIMC). Barcelona, 26-28 de Mayo de 2016.
Presentacion Pdster. Impacto de las actuales recomendaciones de tratamiento
de la Infeccién Crénica por VHC en el Area Sanitaria de A Corufia. Pernas B,
Tabernilla A, Grandal M, Marifio A, Alvarez H, Castro-lglesias A Mena A,
Rodriguez Osorio |, Delgado M, Pedreira JD, Poveda E.

IV Jornadas de Biointegrasaude. Santiago, 13 de Mayo de 2016. Comunicacion
Poster. Impacto de las Actuales Recomendaciones de Tratamiento de la
Infeccidn Crénica por VHC en el Area Sanitaria de A Corufia. B Pernas, A
Tabernilla, A Marifio, H Alvarez, M Grandal, A Castro-lglesias, A Mena, |
Rodriguez-Osorio, M Delgado, E Poveda.

XXl Congreso de la Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas vy
Microbiologia Clinica, (SEIMC). Malaga, 11-13 de Mayo de 2017. Presentacion
Péster. Prevalencia de las mutaciones de Resistencia transmitidas en los nuevos
diagndsticos de infeccidn por VIH (2014-2015) en el area sanitaria de A Coruia.
Pernas B, Tabernilla A, Grandal M, Cafizares A, Ortun S, Castro-Iglesias A, Mena

A, Rodriguez-Osorio |, Meijide H, Poveda E.
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XXI Congreso de la Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas vy
Microbiologia Clinica, (SEIMC). Mdlaga, 11-13 de Mayo de 2017. Presentacién
Oral. Prevalencia de variantes del VHC asociadas con Resistencia a inhibidores
de NS5A en pacientes infectados por los genotipos 1a y 3: Impacto en las
estrategias terapéuricas actuales. Grandal M, Pernas B, Tabernilla A, Marifio A,
Alvarez H, Mena A, Castro-Iglesias, Delgado M, Poveda E.

2nd Spanish HIV Clinical Forum: Integrase Inhibitors. Malaga, 10-11 de Mayo de
2017. Comunicacién Oral. Prevalence of Transmitted Drug Resistance
Mutations among Naive HIV-infected patients (2014-2016) in Northwest Spain.
Pernas B, Tabernilla A, Grandal M, Canizares A, Ortun S, Castro-Iglesias, Mena
A, Rodriguez-Osorio |, Meijide H, Poveda E.

IX Congreso Nacional del Grupo de Estudio del SIDA (GeSIDA). Vigo, 28 de
Noviembre- 1 de Diciembre de 2017. Presentacion Pdster. Retraso significativo
en alcanzar la supresiodn virolégica en pacientes con infeccion por VIH-1 Subtipo
F versus subtipo B: Impacto potencial en el riesgo de transmisidon. Pernas B,
Tabernilla A, Balboa V, Grandal M, Cid P, Castro- Iglesias A, Mena A, Rodriguez-
Osorio |, Poveda E.

V Jornadas de Biointegrasaude. A Corufia, 30 de Mayo de 2017. Comunicacion
Pdster. Prevalencia de variantes asociadas a resistencia basales a inhibidores
de NS5A en pacientes infectados por el Virus de la Hepatitis C con genotipos
la y 3: Impacto en las estrategias terapéuticas actuales. M Grandal, B Pernas,
A Tabernilla, A Marifio, H Alvarez, N Valcarce, A Mena, A Castro-Iglesias, M
Delgado and E Poveda.

V Jornadas de Biointegrasaude. A Corufia, 30 de Mayo de 2017. Comunicacion
Péster. HCV Screening in Persons born during 1960-1969 in A Coruia:
Seroprevalence and Impact on Screening Recommendations. B Pernas, A
Tabernilla, P Cid, | Rodriguez-Osorio, M Grandal, H Meijide, A Mena, JA
Taboada, A Malvar, X Hervada, A Castro-lglesias, E Poveda.

V Jornadas de Biointegrasaude. A Corufia, 30 de Mayo de 2017. Comunicacién
Péster. Plasma mitochondrial DNA levels are inversely associated with HIV-

RNA levels and directly with CD4 counts: potential role as a biomarker of HIV
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replication. Tabernilla A, Pernas B, Rego-Pérez-I, Balboa V, Relafio S, Grandal
M, Crespo M, Mena A, Castro-Iglesias A Blanco FJ, Poveda E.

X Congreso Nacional del Grupo de Estudio del SIDA (GeSIDA). Madrid, 6-9 de
Noviembre de 2018. Presentacion Pdster. Higher mtDNA levels among Elite
Controllers and Viremic Controllers compared to HIV- infected naive and
virologically suppressed patients: a role in the pathogenesis of the
HIVinfection? Tabernilla A, Grandal M, Patifio L, Pérez A, Tarancon-Diez L,
Marifio A, Alvarez H, Valcarce N, Gonzalez J, Gutiérrez F, Crespo M, Ruiz-

Mateos E, Poveda E.

Congresos Internacionales:

219st Conference on Retroviruses and Opportunistic Infections (CROI). Boston,
3-6 Marzo de 2014. Presentacion Poster. Clinical, virological and immunological
characteristics of newly HIV diagnosed patients in a medical reference area of
Spain over the last 10 years: Still high, still late. Pernas B, Mena A, Grandal M,
Caiizares A, Moldes L, Pedreira JD, Castro-Iglesias A, Lopez-Calvo S, Vazquez-
Rodriguez P, Rodriguez-Osorio |, and Poveda E.

12th European Workshop on HIV & Hepatitis - Treatment Strategies & Antiviral
Drug Resistance. Barcelona, 26-28 Marzo 2014. Presentacion Pdster. High
Prevalence of Subtype F among Newly HIV diagnosed Patients in the Northwest
of Spain: Lower Rates of Virological Response to Antiretroviral Therapy among
Subtype F versus Subtype B patients. M Grandal, B Pernas, A Castro-lglesias, A
Caiizares, A Mena, S Lépez-Calvo, P Vazquez-Rodriguez, S Pértega, | Rodriguez-
Osorio, J D. Pedreira and E Poveda.

12th European Workshop on HIV & Hepatitis - Treatment Strategies & Antiviral
Drug Resistance. Barcelona, 26-28 Marzo 2014. Presentacién Pdster. Molecular
Epidemiology Analysis of HIV-1 Epidemic in the Northwest of Spain: Evidence
for Local Transmission of Subtype F. E Poveda, E Kostaki, A Canizares, A
Aguilera, J Rodriguez, M Grandal, B Pernas, A Castro-lglesias, A Mena, JD

Pedreira and D Paraskeuvis.
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22nd Conference on Retroviruses and Opportunistic Infections (CROI). Seatle,
23-26 de Febrero de 2015. Presentacidn pdster. Impact of viral blips on the
impaired treatment response in HIV subtype F patients. CROI (Conference on
Retroviruses and Opportunistic Infections). Pernas B, Grandal M, Mena A,
Caiizares A, Pértega S, Rodriguez-Osorio |, Castro-lglesias A, Pedreira ID,
Poveda E.

11th International Workshop on Co-infection-HIV & Hepatitis. Londres, 11- 12
de Junio de 2015. Comunicacion Oral. European mitochondrial DNA
haplogroups impact on liver fibrosis progression among HCV and HIV/HCV
coinfected patients from Northwest Spain. Grandal M, Rego-Pérez |, Pernas B,
Tabernilla A, Pértega S, Mena A, Rodriguez-Osorio |, Marifio A, Alvarez H,
Pedreira JD, Blanco FJ, Poveda E.

13th European Meeting on HIV & Hepatitis - Treatment Strategies & Antiviral
Drug Resistance. Barcelona, 3-5 de Junio de 2015. Presentacién Poster.
European mitochondrial DNA haplogroups impact on liver fibrosis progression
among HCV and HIV/HCV coinfected patients from Northwest Spain. Grandal
M, Rego-Pérez |, Pernas B, Tabernilla A, Pértega S, Mena A, Rodriguez-Osorio |,
Marifio A, Alvarez H, Pedreira JD, Blanco FJ, Poveda E.

13th European Meeting on HIV & Hepatitis - Treatment Strategies & Antiviral
Drug Resistance. Barcelona, 3-5 de Junio de 2015. Presentacién Pdster. Impact
of European mitochondrial DNA haplogroups in the outcome of HIV infection at
a reference medical care area in Northwest Spain. Grandal M, Rego-Pérez |,
Pernas B, Tabernilla A, Pértega S, Mena A, Rodriguez-Osorio |, Marifio A,
Alvarez H, Pedreira JD, Blanco FJ, Poveda E.

5th International Conference on Viral Hepatitis 2016 (ICVH 2016). San
Francisco, Estados Unidos, 14-15 de Marzo de 2016. Comunicacion Oral. Profile
in Northwest Spain: Therapeutics Needs based on Current HCV Treatment
Guidelines. Pernas B, s Tabernilla A, Grandal M, Marifio A, Alvarez H, Castro-
Iglesias A, Mena A, Rodriguez-Osorio |, Delgado M, Pedreira JD, Poveda E.

The International Liver Congress, European Association for the Study of the

Liver (EASL). Barcelona, 13-17 de Abril de 2016. Presentacidén Pdster. European
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mitochondrial DNA haplogroups impact on liver fibrosis progression among
HCV and HIV/HCV coinfected patients from Northwest Spain. Tabernilla A,
Rego-Pérez |, Grandal M, Pernas B, Pértega S, Mena A, Rodriguez-Osorio |,
Marifio A, Alvarez H, Pedreira JD, Blanco FJ, Poveda E.

14th European Meeting on HIV & Hepatitis - Treatment Strategies & Antiviral
Drug Resistance. Roma, Italia, 7-9 de Junio de 2017. Presentacidon Péster.
Prevalence of Transmitted Drug Resistance Mutations among Naive HIV-
infected patients (2014-2016) in Northwest Spain. Pernas B, Tabernilla A,
Grandal M, Cafizares A, Castro-Iglesias A, Mena A, Borrajo A, Poveda E.

26th Conference on Retroviruses and Opportunistic Infections (CROI). Seattle,
4-7 Marzo de 2019. Presentacidon Pdster. Massive release of platelet-derived
extracellular vesicles during HIV infection. E Poveda, A Tabernilla, M Grandal, A
Pérez, A Salgado, A Marié, H Alvarez, N Valcarce, J Gonzalez, F Gutiérrez, M

Crespo, E Ruiz-Mateos, M Lederman, M Freeman.

Premios y Menciones:

Primer premio en 2015 a la mejor comunicacion tipo pdster otorgado por las llI
Jornadas de Biointegrasaude a la comunicacion que lleva por titulo: Impact of
HCV infection in a HIV cohort followed over 18 years: past and present.

Primer premio en 2017 a la mejor Investigacién en VIH y otras enfermedades
de transimision sexual, otorgado por la Axencia de Cofecemento en Saude
(ACIS) por la investigacién llevada a cabo en el articulo cientifico: European
Haplogroups Impact on Liver Fibrosis Progression Among HCV and HIV/HCV-

Coinfected Patients From Northwest Spain.
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