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1. RESUMEN:

En los ultimos afios, el tratamiento de la hepatitis C ha experimentado un cambio
histérico que se traduce en una modificacion del abordaje terapéutico de los pacientes
infectados por este virus. Sin embargo, la aparicion de nuevos farmacos de accidn directa
contra el virus de la hepatitis C puede generar nuevas mutaciones de resistencia no
conocidas hasta ahora, haciendo que su eficacia se reduzca y aumente el fracaso
terapéutico. El objetivo de este trabajo ha sido profundizar en aquellos estudios que han
abordado la investigacién de las mutaciones frente a los nuevos fdrmacos contra el virus de
la hepatitis C, tanto en forma de variantes genéticas que confieren resistencia previa al
tratamiento, como en la generacidon de nuevas mutaciones durante la terapia. Este hecho
puede ser fundamental a la hora de elegir la terapia antiviral y, gracias a nuevas técnicas de
secuenciacion masiva del genoma del virus, podremos conocerlas en profundidad
proximamente.

Palabras clave: Mutaciones, resistencia, antivirales de accién directa, hepatitis C,
secuenciacion masiva.

ABSTRACT:

In recent years, treatment for hepatitis C virus has changed completely due to
developing new direct-acting antiviral drugs. The prospective approach of patients with this
infection is now different. Nevertheless, the emergence of new drugs may lead to the
appearance of unknown resistance mutations that may produce a decrease of efficacy and
an increase of the cases with treatment failure. The aim of this paper is to summarize and
bring together the results of different studies related to the investigation of appearance of
resistance amino acid variants before and/or during treatment with new antivirals. This can
be essential when choosing the antiviral therapy and, thanks to new next-generation
sequencing techniques of virus genome, we would know them in depth soon.

Key words: mutations, resistance, direct-acting antivirals, hepatitis c virus, next-generation
methods.

2. EL VIRUS DE LA HEPATITIS C

En el afio 1980 ya se habian descubierto los virus de la hepatitis A y B, pero varios
investigadores observaron que en pacientes hemofilicos que habian sufrido transfusiones
sanguineas seguia habiendo un nimero importante de casos de hepatitis crdnicas, que no
eran causadas por ninguno de los virus conocidos hasta el momento, denominandose a este
nuevo virus no A, no B (NANB)

En 1987, un fragmento del genoma de estos virus NANB fue identificado en sangre de
pacientes trasfundidos. Sin embargo, no fue hasta dos anos después, en el afio 1989, cuando
se hizo publica la deteccidn, aislamiento y clonacion del genoma completo y las proteinas del
virus NANB, al que se denomind virus de la hepatitis C (VHC). Los investigadores a los que se
les atribuye dicho descubrimiento son Qui-Lim Choo, George Kuo, Amy J. Weiner, Lacy R.



Overby, Daniel W. Bradley y Michael Houghton que trabajaban en aquellos afios para la
corporacién estadounidense Chiron (1).

El VHC es un virus RNA de cadena Unica cubierto por una cdpside icosaédrica que se
denomina core, y rodeado de una envoltura proteica. Posee un tamafio entre 50 y 80 nm de
diametro, y pertenece a la familia de los Flaviviridae.

La cadena unica de RNA del genoma del VHC tiene una polaridad positiva. Estd
constituida por algo menos de 10.000 bases y tiene un Unico punto de inicio de lectura que
codifica una poliproteina de aproximadamente 3.000 aminoacidos. A los lados de este Unico
marco de lectura se encuentran unas regiones que no se traducen en proteinas en si mismas
(regiones no codificantes), pero que estan altamente conservadas en todos los genotipos del
virus. Estas regiones se llaman 3’-UTR y 5’-UTR, siendo la ultima la mas conservada (se ha
observado que aproximadamente el 98% de todos los genomas de VHC aislados tienen la
misma estructura 5’-UTR). Esto es asi porque su funcién fundamental es la de conseguir la
unién del RNA viral a los ribosomas de las células hospedadoras, sin lo cual el virus no podria
realizar la traduccion o sintesis de proteinas.

El material genético codificante del virus esta formado por dos regiones:

- Una region estd mds cercana al extremo 5’ que codifica las proteinas estructurales
del virus (regién estructural). Estas regiones son la zona C que dard lugar a la
proteina p21 de la capside y las zonas E1 y E2 que daran lugar a las proteinas gp31y
gp70 que formaran la envoltura del virus.

- La segunda regién da lugar a las proteinas no estructurales (regién no estructural),
gue se encuentra mas cercanas al extremo 3’. En esta regidn esta el RNA a partir del
cual se generard un conjunto de enzimas con accidon proteasa, helicasa, RNA
polimerasa. Es importante destacar las regiones NS3/NS4A, NS5B y NS5A, que
codifican la proteasa, polimerasa y una fosfoproteina, respectivamente, ya que son
las dianas para los nuevos tratamientos directos frente a virus (ver mas adelante).

La regién C, que da lugar a la p21 que forma la capside del virus, es la region mas
conservada en todas las cuasiespecies de VHC, mientras que la E2 es muy variable. A esta
region se le conoce como “zona hipervariable del virus” (HVR1) de manera que es
fundamental para escapar a los mecanismos de inmunidad del huésped y crear infecciones
cronicas. Ademas, esta secuencia parece estar implicada en la resistencia al tratamiento con
interferén (ver mas adelante).



Figura 1. Estructura y genoma del VHC junto a nuevos farmacos de accién directa y sus dianas
terapéuticas
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(Modificado de: Expert Reviews in Molecular Medicine 2003. Cambridge University Press)

Existen 7 genotipos reconocidos de VHC, numerados del 1 al 7, con una similitud entre
ellos del 65% (se diferencian entre si en mas del 30% de su genoma). Estos genotipos, a su
vez, se subdividen en subtipos, los cuales se diferencian con una letra minudscula. Se conocen
un total de 67 subtipos con una diferencia entre ellos de un 15-30% (2)

Una de las caracteristicas mas destacables del virus es su capacidad de persistir en el
interior del huésped, incluso cuando este tiene intacta su inmunidad humoral y celular. Esto
se debe fundamentalmente a su elevada tasa de mutaciones por la baja fidelidad que posee



su RNA-polimerasa, y es la causa fundamental de la resistencia al tratamiento farmacoldgico,
asi como de la dificultad para generar nuevos farmacos contra él.

Otra caracteristica del virus es su capacidad de replicarse rdpidamente con una
produccién de viriones a un ritmo de 10" viriones/dia, siendo la vida media en sangre de
cada viriéon de 2,7 horas. Esta capacidad de replicacidn a una tasa tan rapida, es incluso
mayor que la que tiene el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH).

En base a estas dos caracteristicas resefiadas, se considera que cada individuo estd
infectado por una poblacién de variantes genéticas heterogéneas, pero muy relacionadas
entre si (cuasiespecies) con una homologia superior al 98%, y que son las responsables de la
variabilidad intragenoma.

Por otra parte, la coinfeccién con dos o mas cepas de VHC con diferentes genotipos o
subtipos es un reciente hallazgo en ciertas poblaciones de alto riesgo. En diversos estudios
se ha observado que en adictos a drogas por via parenteral (ADVP) y en hombres
homosexuales existen infecciones mixtas en hasta el 25-39% de los casos nuevos detectados

(3).

La investigacion en el desarrollo de nuevos farmacos frente al VHC no solo ha tenido que
superar la alta variabilidad genética que presenta, sino también las dificultades técnicas
derivadas del hecho de que el virus no puede multiplicarse en cultivos celulares. El Unico
animal de experimentacién util para la investigacién del VHC es el chimpancé. La
identificacion en 1989 y la invencion de un cribado en sangre para el virus no habrian sido
posibles sin la existencia de este modelo animal. Actualmente es el Unico modelo sobre el
gue se esta estudiando la posibilidad de crear una vacuna contra el virus, y aunque esto ha
generado debate respecto a la ética del uso de estos mamiferos con este fin, actualmente
son la principal fuente de investigacion abierta.

3. EPIDEMIOLOGIA DEL VHC

El VHC es el principal causante de enfermedad hepatica en el mundo. Se estima que el
3% de la poblacion mundial estd infectada, lo que representa entre 130 y 150 millones de
personas en todo el mundo. La incidencia se estima en 3 millones de casos nuevos al afio,
con una mortalidad anual de 500.000 personas (WHO 2014). La mayoria de infectados estd
en Asia y Africa, donde el acceso a nuevos farmacos y a las pruebas de diagndstico y control
son muy limitadas como consecuencia de su coste.

En la Unidn Europea estan documentados 3,5 millones de casos, con un total de 150.000
casos nuevos cada afio, siendo la prevalencia mayor en el sur y el este del continente. En
realidad, se cree que el numero real de afectados esta entre 7 y 8 millones de personas en
Europa, habiéndose duplicado desde la ultima estimacion realizada en 1997. Esto es asi,
porque uno de los grandes problemas es que muchos de los infectados desconocen que son
portadores crénicos del virus durante afios.

En Espafia se estima que existen 900.000 enfermos de hepatitis C, lo que supone un 2%
de la poblaciéon, con una mortalidad de 3.000-5.000 al afio. Sin embargo, se calcula que el



70% de la poblacion desconoce que esta infectada. Este hecho ha motivado, entre otros, que
los especialistas hayan reclamado un Plan Nacional para conocer cual es el estado real de
esta infeccion en nuestro pais.

La historia natural de la infeccidn es bien conocida. Entre el 70-80% de las personas que
padecen una hepatitis aguda por el VHC desarrollara de forma crdnica una infeccién por este
patdégeno. La mayoria de las hepatitis agudas son asintomadticas, lo que dificulta su
diagnodstico precoz y favorece la cronicidad de la enfermedad. De todos los portadores
crénicos de VHC si no se realizara ningln tratamiento, en torno al 25% pasarian a desarrollar
una cirrosis hepdtica después de una media de unos 20-25 afios.

La mortalidad de los pacientes con cirrosis hepatica producida por el VHC es de 3% cada
afio, debido a complicaciones de la insuficiencia hepatica o por la aparicidon de tumoraciones
sobre el higado cirrdtico, especialmente hepatocarcinomas, visibles en el 2% de los
pacientes infectados. El VHC es la segunda causa de cancer hepatico en el mundo.

En los paises desarrollados, la cirrosis hepatica terminal producida por VHC es la primera
causa de trasplante de higado. Se trata, por tanto, de una gran causa de demanda de
asistencia sanitaria y de un gran coste econdmico en nuestro medio.

El VHC es un problema global que se extiende, como hemos apuntado, a toda la
poblacion mundial. Es importante destacar que, si bien todos los genotipos estan dispersos
por los diferentes continentes, existe una clara distribucién geografica de los mismos. Los
genotipos 1a, 1b, 2a, 2b y 3a estdn presentes en el 90% de las infecciones en Europa,
América, Rusia, China, Japdn, Nueva Zelanda y Australia. Los genotipos 3 y 4 son
predominantes en Europa y América, mientras que el resto de genotipos estan presentes
fundamentalmente en Africa y Asia. Se estima que el genotipo 1 es el mas extendido en todo
el mundo, siendo el subtipo 1b es mas frecuente en Europa y el 1a el mas frecuente en
Estados Unidos. Respecto a Europa, los genotipos 5 y 6 son muy raros y el genotipo 2 es
tipico de la zona mediterranea.

Por otro lado, el genotipo 7 ha sido recientemente descrito en Africa central (4) y
aungue ha sido identificado en pacientes en Bélgica y Canad3, se estima que fueron casos
importados de Africa Central.

En Espaiia se estima que los genotipos 1b, 1a, 3 y 4 son los mds extendidos, por ese
orden.

Es basico resaltar que los diferentes genotipos tienen distintas respuestas al
tratamiento. Asi, el genotipo 1 tiene peor respuesta a farmacos que los demads v,
lamentablemente, en Espafia entre el 80 y el 90% de las infecciones son producidas por este
genotipo. Las infecciones por genotipo 4 y 5 también son complejas de tratar. En cambio, los
genotipos 2 y 3 cuentan con mejores respuestas farmacoldgicas, siendo los genotipos que
mas frecuentemente se han encontrado en ADVP.

De esta forma, la determinacion del genotipo en un paciente es clave para el
tratamiento de su infeccion. Es fundamental conocer el genotipo de cada paciente de cara a
la planificacidon del tratamiento con las diferentes armas terapéuticas existentes hasta el



momento, incluso, la determinacion del genotipo es basica para conocer las resistencias que
este puede presentar frente a uno u otro farmaco.

4. TRANSMISION DEL VHC

Existen diferentes vias de transmision del virus. El mecanismo fundamental de
transmisién es la via hemadtica, siendo grupos de riesgo los pacientes politrasfundidos
(hemofilicos, talasémicos, etc.), pacientes trasplantados y ADVP. Menos frecuente es el
pinchazo accidental que pueden sufrir los trabajadores sanitarios y otros grupos de riesgo en
contacto con pacientes VHC positivos, con un riesgo aproximado del 1,8%.

Otra via de transmisidn es la vertical o perinatal, aunque, a diferencia del virus de la
hepatitis B (VHB), es poco frecuente. Se cree que el 5% de los hijos nacidos de madre
portadora adquieren la infeccidn. El riesgo aumenta si la concentracion de virus en sangre es
mayor de 10° copias/ml y en madres coinfectadas por el virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH). La lactancia materna, en cambio, no estd contraindicada y tampoco esta
indicada una cesarea electiva.

Otra via de transmisidon a tener en cuenta es la via sexual y los contactos familiares.
Sin embargo, y a diferencia de otros virus, como el VHB, el VHC tiene una transmision sexual
muy poco eficiente.

En resumen, como vias de transmisidon del virus predomina fundamentalmente la
transmisidn por exposicidn percutdnea a sangre y hemoderivados, siendo la via sexual y la
via vertical mas raros y peor determinados.

Hay que tener en cuenta que hasta los afos 90 las transfusiones de sangre
conllevaban un alto riesgo de infeccién por VHC, ya que no se hacia cribado del mismo en la
sangre de los donantes. Ademas, en la misma época era muy habitual, mas que hoy en dia,
la poblacion ADVP, que suponia una importante fuente de transmisidon del virus. Ambas
causas se consideran responsables de aproximadamente el 70% de los casos de VHC
conocidos en paises desarrollados. Se estima que tras la introduccion del cribado en la
sangre en los donantes de EEUU, se redujo el porcentaje de hepatitis postransfusional de un
4% en 1989 a casi un 0% en 2000.

Con el cribado de VHC en sangre por métodos de inmunoandlisis enzimaticos vy
deteccion de RNA viral, se ha conseguido practicamente erradicar cualquier tipo de
transmisidn del virus por transfusion. Esta practica es obligatoria en Espafia desde 1990.

De manera menos comun, se ha relacionado el uso de material médico y quirurgico
no esterilizado como método de contagio del VHC. Hoy en dia esto solo ocurre en lugares en
los que no se esterilizan propiamente los materiales o no se desechan los utensilios que no
puedan tener un segundo uso, como lugares no autorizados para la realizacion de tatuajes e
intervenciones médico-quirurgicas, asi como en paises con un sistema nacional de salud
precario.



Por ultimo, se calcula que hasta un 40% de la transmisién del VHC es de origen
desconocido, de los que gran parte podrian ser intrahospitalarios.

5. DIAGNOSTICO DE LA INFECCION POR EL VHC

El diagndstico de una hepatitis aguda por VHC se lleva a cabo mediante la deteccidn
de anticuerpos anti-VHC por inmunoanadlisis, y en algunos casos dudosos, confirmacién por
técnicas de immunoblotting. En la gran mayoria de los casos, los pacientes con hepatitis
aguda de reciente aparicidn o en pacientes inmunodeprimidos estas detecciones pueden ser
falsamente negativas, por lo que la deteccion del RNA viral puede ser de mucha ayuda. No
todos los pacientes en fase aguda tendran anticuerpos contra el virus, pero la sospecha
clinica junto con sintomas y signos de hepatitis aguda, como el aumento de la ALT diez veces
por encima de su valor normal o la ictericia en ausencia de enfermedad hepatica conocida,
deben ponernos bajo la sospecha.

La fase crénica de la enfermedad es determinada por anticuerpos anti-VHC vy la
deteccion de RNA viral, con la coexistencia de signos histolégicos de hepatopatia crénica. La
cuantificacidon del virus (determinacién de la carga viral) es fundamental para evaluar la
evolucién de la infeccién y la respuesta al tratamiento.

6. TRATAMIENTO DEL VHC: DEL INTERFERON A LOS NUEVOS FARMACOS DE ACCION
DIRECTA

A. TERAPIA CONVENCIONAL:

Hasta el afio 2011, el tratamiento estdandar del VHC era la combinaciéon de interferén
pegilado y ribavirina. Es a partir de este aflo cuando aparecen nuevos farmacos de accidon
directa frente al virus que suponen un antes y un después en la historia de la enfermedad.

- Los comienzos con interferon:

El interferdon (INF) lo constituyen una serie de proteinas, del grupo de las citoquinas,
gue son producidas en las células del huésped en respuesta a una infeccién viral u otro tipo
de agente, y fue el primer farmaco utilizado para el tratamiento de la hepatitis C. De forma
natural produce un aumento de la inmunidad viral del organismo infectado de manera que,
cuando lo utilizamos de forma exégena, se espera aumentar aun mas esta respuesta.

Tiene dos efectos fundamentales que justifican su utilizacién. Por un lado, actua
directamente sobre la respuesta inmunoldgica del huésped, induciendo la sintesis de
proteinas y citoquinas que producen un estado antiviral. Por otro, produce un efecto
indirecto mediante el cual se activan los complejos HLA1 en las células presentadoras de
antigeno, favoreciendo la destruccién de las células infectadas por los linfocitos T
citotéxicos.



En su aplicacion para el tratamiento de la infeccidon por el VHC, en un principio se
precisaba una inyeccion diaria de INF. Con el tiempo, se descubrid que al unirle una molécula
de polietilenglicol y convertirlo en interferén pegilado (PEG-INF) se producia una reduccion
de su eliminacién renal y hepatica, haciendo posible la administracion semanal del
tratamiento. Esto aumentaba directamente la respuesta viral mantenida (sustained viral
response, SVR) en comparacién con la molécula no pegilada, ya que el farmaco hacia efecto
durante un intervalo de tiempo mayor.

Pero el INF, a pesar de ser la Unica herramienta terapéutica para la enfermedad,
suponia un gran desafio. Era necesario interrumpirlo en muchos pacientes debido a la
elevada incidencia y gravedad de sus efectos secundarios, acentuados por la larga duracién
del tratamiento. Problemas psiquiatricos como el insomnio, la agresividad o la depresidn;
sintomas gripales como cansancio y dolores articulares; nauseas, vomitos, fiebre y citopenias
obligaban a monitorizar periédicamente a los pacientes sometidos a tratamiento.

- Terapia combinada. Utilizacion de la ribavirina:

En 1998, la ribavirina (RBV) se aprobd por la FDA para su administracion en el
tratamiento de la hepatitis C, en combinacién con PEG-INF. Se administra por via oral y su
mecanismo de accion, a dia de hoy, no estd aclarado, aunque existen varias hipétesis sobre
su accion en la modulacidn del sistema inmunitario del hospedador.

Hay diferentes pardmetros clinicos y analiticos que modifican la respuesta al
tratamiento con PEG-INF/RBV. La co-infeccidn con VIH puede ser un factor de mayor tasa de
fracaso terapéutico. Sin embargo, en ADVP no se han observado diferencias respecto a la
poblacién no ADVP. En diversos estudios se observd que la aparicion de citopenias es mas
elevada en pacientes con cirrosis hepatica que en pacientes no cirréticos.

La gran desventaja del tratamiento con PEG-INF/RBV es que solamente un 45% de los
pacientes genotipo 1 “naive” (no tratados previamente) consiguen una SVR. Es importante
recordar en este punto que en torno al 80% de los pacientes infectados con el VHC en
nuestro medio pertenecen a este genotipo. En cambio, en los genotipos 2 y 3, el porcentaje
de éxito terapéutico asciende hasta un 75% (5-6).

Otra limitacién del tratamiento son los graves y frecuentes efectos secundarios que
produce, que se hacen aun mas persistentes si tenemos en cuenta que la duracion del
mismo puede oscilar entre 12 y 24 semanas, segun la respuesta, de forma que se considera
un tratamiento de larga duracion. Los efectos secundarios fundamentales del tratamiento
con RBV son la anemia y la hemodlisis. Cabe destacar su efecto teratogénico, con lo que no se
recomienda su uso tanto en mujeres embarazadas como en sus parejas sexuales.

Por otra parte, con PEG-INF/RBV se ha descrito que una elevada proporcién de
pacientes tratados presentan una respuesta transitoria (con una recaida posterior), o
ausencia de respuesta. Aun existiendo la posibilidad de tratar nuevamente a los pacientes
con un primer fracaso en el tratamiento con PEG-INF/RBV, diversos metaandlisis han
demostrado que en estos casos solo se consigue hasta un 16% de SVR.

Todas estas observaciones motivaron la busqueda de nuevos fdrmacos para mejorar
la tasa de SVR y conseguir un tratamiento libre de INF. A pesar de ello, y tras el
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descubrimiento de nuevas armas terapéuticas, el uso de PEG-INF/RBV ha continuado siendo
un pilar basico para evitar la aparicion de resistencias (ver mds adelante).

- Polimorfismo en el gen de IL-28B:

Existen algunos aspectos que afectan la respuesta al tratamiento convencional con PEG-
INF. Ademas de la diferente eficacia en relacién con el genotipo, otros factores como una
elevada carga viral al comienzo del tratamiento, el grado de fibrosis hepdtica, la edad
avanzada, el sexo, el nimero de cuasiespecies presentes al iniciar la terapia, la historia de
tratamientos previos, la resistencia a insulina, un alto indice de masa corporal o la existencia
de comorbilidades han sido identificados en diferentes estudios como modificadores de la
respuesta del huésped al tratamiento con PEG-INF. Pero todos estos aspectos no parecian
explicar por completo las diferencias existentes entre las respuestas de los infectados, por lo
que se postuld la posibilidad de que hubiera una base genética que pudiera explicar este
hecho.

Se realizaron numerosos estudios, agrupados como Genome-wide association studies
(GWAS), para intentar encontrar evidencias, y en ellos se observé que un polimorfismo
cercano a la regién cromosémica codificante del gen de la interleuquina 28B (IL-28B)
proporcionaba el doble de respuesta al tratamiento con PEG-INF en los pacientes con el
alelo favorable. Este hecho era especialmente evidente en pacientes con genotipo 1 (7).

La IL-28B forma parte de la familia del INF-lambda, que interviene en la inmunidad
antiviral del organismo, entre otras funciones. Se codifica en el cromosoma 19, y alrededor
de dicho gen se han identificado dos polimorfismos de la I1L-28B, el rs12979860 T/C y el
rs8099917 T/G que modifican la susceptibilidad al tratamiento con INF (8).

Respecto al polimorfismo rs12979860 la existencia de citosina (C) es un alelo que mejora
la respuesta al tratamiento, en cambio, la presencia de timina (T) tiene peor respuesta. Esto
significa que, ante la presencia de un paciente homocigoto TT para este polimorfismo,
podemos deducir que su respuesta al tratamiento con PEG-INF sera desfavorable. De hecho,
diferentes estudios han demostrado que el genotipo CC tiene una SVR de mas del doble si se
compara con el genotipo TT, siendo el mayor predictor de respuesta positiva al tratamiento
con PEG-INF del que disponemos, independientemente del genotipo del virus que se vaya a
tratar (8). Por otro lado, la presencia de una T en el polimorfismo rs8099917 T/G indica una
buena respuesta al tratamiento, mientras que la presencia de una guanina (G) significa lo
contrario. En este caso, si un paciente es homocigoto TT para este polimorfismo, podemos
esperar gue su respuesta al tratamiento con PEG-INF sea favorable. Se ha demostrado que el
genotipo GG de este polimorfismo es el mejor marcador para predecir un fracaso en el
tratamiento, independientemente de otras variables clinicas o analiticas (8).

Estos alelos varian en la poblacion segun la raza y la zona geografica, siendo la raza
caucasica y la regién del este asidtico quienes poseen mas homocigotos CC para el
polimorfismo rs12979860.

A pesar de que estos polimorfismos pueden modificar la respuesta al tratamiento, no se
sabe bajo qué mecanismos ocurre este efecto, aunque existen varias hipdtesis al respecto.
Muy recientemente, se ha demostrado que los alelos de pobre respuesta se asocian,
paraddjicamente, a pacientes con elevada expresidn de genes estimuladores de interferon.
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Se cree que esta elevacion mantenida puede ser la causa de que el tratamiento exdgeno con
interferén no pueda ejercer mds efecto sobre el organismo, lo que deriva en el fracaso
terapéutico. A dia de hoy esta teoria sigue sin ser demostrada (8).

La deteccidn de estos polimorfismos se realiza en todos los pacientes previo tratamiento
con PEG-INF, para individualizar y prever cudl puede ser su respuesta. Este hecho nos acerca
cada dia mds hacia una terapia individualizada de los pacientes con VHC, aunque en la
actualidad, con la utilizaciéon combinada de los farmacos antivirales de accién directa en
terapias libres de PEG-INF, su determinacion ya no estaria justificada.

B. PRIMEROS ANTIVIRALES DE ACCION DIRECTA:

Con la aparicidn de los primeros farmacos de accién directa frente al virus (direct-
acting antivirals, DAAs) se produce una revolucion en la lucha por la erradicacion de la
hepatitis C. Gracias a una profundizacién en el conocimiento del virus se logré la sintesis de
estos farmacos, que actuan directamente frente a enzimas del virus que son esenciales para
su replicacion, como son la proteasa, la polimerasa y una fosfoproteina (ver tabla 1). Con la
aparicién de estos farmacos se abre una nueva linea de tratamiento hacia una terapia mas
corta, con menos efectos secundarios, libre de INF y con mejores resultados.

Tabla 1. Relacién de fdrmacos DAAs frente al VHC segun su diana de actuacion:

Inhibidores de la proteasa Inhibidores de la polimerasa Inhibidores de la fosfoproteina
NS3/4A: NS5B: NS5A:
Telaprevir Sofosbuvir Daclatasvir
Boceprevir Dasabuvir Ledipasvir
Simeprevir Deleobuvir Ombivastir
Paritaprevir Beclabuvir Elbasvir
Grazoprevir
Asunaprevir

- Inhibidores de proteasa de primera generacion:

Los primeros farmacos DAAs que fueron aprobados en 2012 para el tratamiento de la
hepatitis C, fueron telaprevir y boceprevir. Estos dos farmacos actian uniéndose de forma
reversible a la proteasa NS3/NS4A del virus, por lo que son inhibidores de la proteasa (IPs).

Telaprevir y boceprevir supusieron un gran avance en el tratamiento de la infeccion
por el VHC de genotipo 1, consiguiendo una SVR en estos pacientes de hasta el 75%. La
mejoria significativa respecto a la terapia con PEG-INF/RBV se observd tanto en pacientes
“naive” como en pacientes en los que habia fracasado el tratamiento previo. Ademas, los
pacientes cirréticos compensados tratados con estos primeros farmacos DAA obtenian
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mejores resultados si se comparaban con los pacientes cirréticos compensados tratados con
la terapia convencional.

Sin embargo y a pesar de todos los avances, estos dos farmacos deben usarse en
terapia combinada con PEG-INF/RBV, ya que se ha demostrado en numerosos estudios que
su utilizacion en monoterapia favorece notablemente la aparicién de resistencias.

Otro factor a tener en cuenta es que estos IPs se metabolizan en el higado a través
de la isoenzima CYP3A4 del citocromo P450, lo que conlleva importantes interacciones con
otros farmacos, especialmente en el caso del telaprevir. Se debe tener especial precaucion,
pues, con aquellos compuestos que se metabolicen por esta via o sean inductores de la
misma, ya que se pueden producir sobredosis o dosis insuficientes. Los farmacos a tener en
cuenta en este sentido son, especialmente, los antirretrovirales (fundamentales en pacientes
coinfectados con VIH), estatinas, rifampicina, azoles, antihipertensivos, antibidticos,
antidepresivos y anticonceptivos orales, entre otros.

=  TELAPREVIR:

Se trata de un inhibidor de la proteasa NS3/4A del VHC. Se administra en triple
terapia junto a PEG-INF/RBV por via oral a dosis de 750 mg cada 8 horas durante 12
semanas, a partir de las cuales se suspende el farmaco y se mantiene el PEG-INF/RBV de 12 a
36 semanas mas, dependiendo de la respuesta. Se debe interrumpir el tratamiento en
pacientes con mas de 1.000 Ul/mL a la semana 4y 12, para evitar resistencias.

Telaprevir no esta libre de efectos secundarios. Prurito, exantema, anemia y
problemas gastrointestinales tales como nduseas, vomitos, diarrea, hemorroides, picazén o
dolor anorrectal son los mas comunes. El eritema cutaneo esta presente en mas de la mitad
de los pacientes tratados y obligd en algunos estudios a interrumpir el tratamiento hasta en
un 4% de los pacientes. Se recomienda evitar la exposicion a la luz solar y utilizar cremas
protectoras para disminuir su aparicion. Se ha evidenciado algin caso de sindrome de
Stevens-Johnson y de sindrome DRESS, siendo la principal limitacién a la hora de utilizarlos.
Algunos estudios concluyen que los pacientes cirréticos tienen mas efectos indeseados con
telaprevir, especialmente anemia, rash y prurito, por ello, las personas con cirrosis hepatica
inestable no deberian tomar telaprevir (9).

= BOCEPREVIR:

Boceprevir fue el primer IPs aprobado por la Agencia Europea del Medicamento
(EMA) para el tratamiento de la hepatitis C, y el primero comercializado en nuestro pais. Es
un inhibidor de la proteasa NS3/4A del VHC que se une de manera covalente, aunque
reversible, a la serina del sitio activo del enzima (Ser139) mediante un grupo funcional (alfa)-
cetoamida para inhibir la replicacion virica en las células infectadas por el VHC.

Tiene una fase de induccién (conocida en inglés como “lead-in”) con PEG-INF/RBV
durante 4 semanas. En la semana 5 se introduce el boceprevir a dosis de 800 mg cada 8
horas por via oral. Esta triple terapia se mantiene de 24 a 44 semanas mas segun la
respuesta. Su administraciéon debe interrumpirse en todos los pacientes con niveles de RNA
del VHC superiores a 100 Ul/ml en la semana 12 de tratamiento o RNA detectable en la
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semana 24, ya que en estas situaciones dificilmente se consigue llegar a una SVR y asi se
evita la aparicién de resistencias.

La anemia es el efecto secundario mds importante. También puede aparecer
neutropenia, nduseas, vomitos, diarrea y disgeusia, que desaparecen cuando boceprevir se
suspende. Las interacciones con otros farmacos son similares a las de telaprevir, pero la FDA
recomienda especificamente no utilizar ciertos antirretrovirales inhibidores de la proteasa
del VIH.

C. NUEVOS TRATAMIENTOS:

- Inhibidores de proteasa de segunda generacidn:
=  SIMEPREVIR (SMV):

Es un inhibidor de la proteasa NS3/4A, que fue aprobado en Europa en mayo de 2014. Es
un farmaco con similar eficacia que telaprevir o boceprevir, pero su éxito radica en que
produce menos efectos adversos.

Estd disponible en cdpsulas de 150 mg. La dosis recomendada es una capsula al dia con
alimentos durante 12 semanas. Se utiliza en combinacién con otros tratamientos como el
PEG-INF, RBV o sofosbuvir (inhibidor de polimerasa, ver mas adelante). No se recomienda su
uso en combinacién con telaprevir o boceprevir, ya que se prevé la aparicidon de resistencias
cruzadas.

SMV ha demostrado ser eficaz para los genotipos 1 y 4 del VHC en diversos estudios, en
los cuales se comprobd que un alto porcentaje tanto de los pacientes “naive” como de los
gue habian recaido, tenian carga viral indetectable después de 12 semanas de tratamiento
con triple terapia (SMV/PEG-INF/RBV). Estos resultados eran similares en pacientes
coinfectados con VIH.

A la hora de plantearse un tratamiento con SMV es preciso tener en cuenta que aquellos
pacientes infectados con el genotipo 1a que poseen la mutacion Q80K en la proteasa NS3,
presentan una reduccion de la eficacia antiviral de dicho farmaco por lo que no se
recomienda su uso (mutacién Q80K, ver mas adelante). De esta forma, esta mutacién debe
buscarse siempre en el genotipo 1a del virus antes de iniciar tratamiento con SMV/PEG-
INF/RBV. No asi en genotipo 1b u otros genotipos.

Otro problema observado en el tratamiento con SMV es la elevacidon de los niveles
séricos de bilirrubina durante el tratamiento. Diversos estudios “in vitro” muestran la
inactivacién de dos transportadores de la bilirrubina como explicacion a este fenémeno. Por
tanto, en pacientes con elevados niveles de bilirrubina previo tratamiento deberia
considerarse una alternativa al tratamiento con este farmaco.

Los efectos secundarios mas frecuentemente observados con SMV son nauseas,
estrefiimiento, erupcidon cutanea, prurito, disnea, aumento de niveles de bilirrubina vy
reacciones de fotosensibilidad. SMV se metaboliza a través del citocromo P450 con lo que se
debe tener especial cuidado al tomar farmacos que puedan ser inductores o inhibidores de
dicha via metabdlica.
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=  PARITAPREVIR:

Paritaprevir es un inhibidor de la proteasa NS3/4A que se metaboliza por el
citocromo P450, por lo que se administra junto con ritonavir, que es un potente inhibidor de
este citocromo, para aumentar sus niveles y hacer posible la administracidn diaria Unica.

Existen otros inhibidores de proteasa en ensayos clinicos o con aprobaciones
cercanas, como grazoprevir o asunaprevir. En cambio otros como faldaprevir han sido
retirados durante los ensayos viendo que su eficacia era menor que otros farmacos ya
aprobados.

- Inhibidores de la polimerasa:

Los inhibidores de la polimerasa pueden dividirse en dos grupos, andlogos de
nucledtidos y no analogos de nucledsidos. Este ultimo grupo ha demostrado tener una
barrera genética menor y ser solamente eficaces contra el genotipo 1. En cambio, los
inhibidores de la polimerasa andlogos de nucledtidos, han demostrado una mayor eficacia y
menor aparicion de resistencias, no solo frente al genotipo 1, sino contra todos los genotipos
virales existentes.

= SOFOSBUVIR (SOF):

Es un farmaco inhibidor de la polimerasa NS5B que puede incorporarse en el RNA viral y
actua como terminador de cadena. Se encuentra dentro del grupo de los analogos de
nucledtidos, y se recomienda para el tratamiento de pacientes “naive” con cualquier
genotipo viral, incluyendo pacientes con cirrosis y pacientes no respondedores a terapia
convencional.

Se administra por via oral, en comprimidos de 400 mg una vez al dia, y se puede
combinar con RBV, con o sin PEG-INF. También se usa en combinacién con lediprasvir (ver
mas adelante) para genotipo 1 y otros genotipos, y con SMV, con o sin RBV, habiendo
demostrado una eficacia de hasta el 90% en pacientes infectados con genotipo 1 después de
12 semanas de tratamiento.

Efectos secundarios del tratamiento con SOF observados hasta ahora son fatiga, cefalea,
nauseas, insomnio y prurito. Especialmente importantes son los casos de bradicardia severa
y bloqueo cardiaco que implican el uso combinado de SOF con otros DAAs, como ledipasvir
o daclatasvir, en pacientes que se encontraban en tratamiento previo con amiodarona (10).

SOF no se metaboliza por el citocromo P450, pero si por una glicoproteina fosforilada
gue puede ser inducida por ciertos farmacos, aumentando su eliminacion y disminuyendo su
efecto terapéutico. Entre estos farmacos no se encuentran los antirretrovirales, lo cual es
beneficioso para el tratamiento de los pacientes con coinfeccién por VIH.

= DASABUVIR:

Es un inhibidor de la polimerasa no analogo de nucledsido. Se administra en combinacion
con ritonavir/paritaprevir/ombitasvir (ver mas adelante). Se utiliza una dosis diaria de 250
mg administrado dos veces al dia en pacientes con genotipo 1.
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Otros inhibidores de polimerasa en desarrollo son deleabuvir o beclabuvir.

- Inhibidores de la NS5A:

Recordemos que la NS5A es una fosfoproteina que se une al RNA viral y es esencial para la
proliferacion del virus.

=  DACLATASVIR:

Se usa a dosis de 60 mg una vez al dia. Esta indicado fundamentalmente en pacientes
genotipo 1 en combinacidon con SOF, con o sin RBV, mostrando una eficacia superior al 90%.

Los efectos secundarios observados con daclatasvir son fatiga, cefalea y nduseas.
= |LEDIPASVIR:

Se usa en combinacién con SOF bajo el nombre de Harvoni® (ver mas adelante), que es
una pildora unica con 90 mg de Ledipasvir y 400 mg de SOF.

Otro inhibidor de NS5A ya aprobado es el ombitasvir, y existen otros en desarrollo como
el elbasvir.

- Combinaciones farmacoldgicas:

Lo que parece ser el futuro en el tratamiento de la hepatitis C, son las combinaciones en
pastillas Unicas de varios farmacos DAAs que actlan por diferentes mecanismos de accion
para asi evitar la replicacion del virus de forma mas eficaz. De esta manera se combinan IPs
con inhibidores, por ejemplo, de la NS5A, para potenciar la acciéon antiviral.

Este es el caso de Viekirax ®, una reciente combinacion de farmacos indicada en el
tratamiento del genotipo 1, que contiene paritaprevir y ombitasvir, junto con ritonavir
(inhibidor de P450) para potenciar sus efectos. Se recomiendan dos pildoras al dia de
Viekirax que contienen dosis de 50 mg de ritonavir, 75 mg de paritaprevir y 12,5 mg de
ombitasvir una vez al dia.

Viekirax® también se usa en combinacién con el inhibidor de la polimerasa dasabuvir
(Viekira Pak®) y puede asociarse también con RBV.

Los efectos secundarios mas observados en esta combinacion han sido fatiga,
nauseas y prurito. Existen interacciones con antirretovirales que deben tenerse en
consideracién en pacientes VIH.

Con este tipo de combinaciones, ademas de otras como SOF/ledipasvir (Harvoni®),
SOF/daclatasvir o SOF/SMV/RBV, se ha hecho posible en los ultimos afios conseguir
terapias libres de PEG-INF con la consecuente disminucién de los efectos secundarios que
este producia, asi como el acortamiento de la duracidon de las terapias. La SVR con los nuevos
agentes DAAs ya aprobados y la de aquellos que se encuentran en investigacion llegan
incluso al 100% en algunos estudios. Este hecho constituye un hito en la historia de la
hepatitis C que nos acerca a la posibilidad de erradicar esta enfermedad de alta prevalencia
y mortalidad a nivel mundial.

16



La batalla contra el VHC ha alcanzado un punto de no retorno, pero queda mucho
aun que investigar. Por ejemplo, se conoce poco sobre la eficacia, seguridad y régimen
terapéutico éptimo en pacientes con enfermedad muy avanzada (11). Ademas, en algunos
pacientes no genotipo 1, como los que tienen infeccidn por genotipo 3, las combinaciones
terapéuticas disponibles no son totalmente dptimas, especialmente en pacientes con cirrosis
(112).

7. MUTACIONES FRENTE A LOS NUEVOS DAAs:

A causa de la gran tasa de replicacién del VHC y a la elevada tasa de error de la RNA
polimerasa, las mutaciones espontaneas generadas cada dia son muy abundantes. Este
fendmeno proporciona una reserva genética que puede hacer que se seleccionen ciertos
mutantes que escapan al control inmunoldgico y terapéutico.

Se sabe que la regién E2 del VHC, con sus regiones hipervariables 1y 2, es la region
mas heterogénea del virus. También es conocido que la respuesta a PEG-INF/RBV esta
acompafiada de una rapida reduccién de la complejidad genética en esta region, que se
mantiene no variable en pacientes no respondedores. En 2011, Ajishiro Nasu et al.,
empleando técnicas de secuenciacion masiva (12) demostraron que en una poblacion de
pacientes con genotipo 1b, antes del tratamiento con terapia convencional no existian
diferencias genéticas significativas entre pacientes respondedores y no respondedores. Sin
embargo, tras una semana de administracién de PEG-INF/RBV los respondedores inmediatos
mostraron una disminucién en la complejidad genética del virus que abarcaba todas las
regiones de su genoma, resultando en una mayor homogeneidad de poblaciones virales. Por
el contrario, los no respondedores no demostraron cambios en la complejidad genética de
ninguna de las regiones del virus, lo que indicaba que pocos clones virales eran sensibles al
tratamiento en este grupo de pacientes. Asi mismo, demostraron que los clones virales
resistentes a los nuevos DAAs estaban ya presentes antes del inicio del tratamiento. Otros
estudios han demostrado la evolucion dentro del huésped durante la infeccién primaria y se
ha destacado la existencia de reducciones de la carga genética debidas a la presién
inmunoldgica del huésped (13).

Hoy en dia, han sido identificadas mutaciones que confieren resistencia a DAAs en
algunas posiciones de NS3/4A y en NS5. Diversos estudios in vivo han demostrado multiples
mutaciones preexistentes en ausencia de DAAs y se esta postulando la idea de que no solo el
numero, sino también la naturaleza de los cambios en los nucleétidos del genoma viral,
puedan contribuir a la aparicién de resistencias.

La gran variabilidad genética del VHC ha fomentado la realizacion de multiples
estudios para intentar determinar relaciones estadisticamente significativas entre las
variantes genéticas del virus salvaje presentes antes del tratamiento que se relacionen con
el fracaso terapéutico, y la aparicion de nuevas variantes que confieran resistencia durante
la exposicion a los diferentes farmacos DAAs. Para ello, cada vez que se investiga la
efectividad de un nuevo farmaco contra la hepatitis C se secuencian, tanto previamente
(baseline) como durante el tratamiento, las diferentes regiones diana del farmaco, con la
intencién de detectar cambios genéticos significativos que puedan estar relacionados con la
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supervivencia del virus a pesar del uso de antivirales. En este sentido, se ha observado que la
mayoria de las variantes asociadas a tratamiento se producen en los primeros dias o
semanas tras el comienzo del mismo (14).

Los farmacos DAAs tienen, en general, una baja barrera genética para la resistencia
(excepto los inhibidores de la polimerasa NS5B, como el SOF), lo que significa que una sola
mutacion en el genoma viral puede producir un fracaso en el tratamiento. Esto favorece la
facil aparicion y seleccién de mutaciones. Por ejemplo, en la posicién 155 de la NS3 del
genotipo 1b hacen falta dos cambios nucleotidicos para producir resistencia, mientras que
en el genotipo 1la un solo cambio seria suficiente. Esta observacién in vitro, se traslada
también a la practica clinica, observandose una mayor barrera genética para la resistencia en
el subtipo 1b que en el 1a, siendo estos ultimos los que experimentan una mayor tasa de
fracaso terapéutico (15).

Ademas, en un paciente infectado pueden coexistir variantes del virus resistentes al
tratamiento con variantes sensibles, de manera que, como ocurre con los antibidticos y las
bacterias, al introducir la terapia antiviral se seleccionan las cepas resistentes, haciéndose
predominantes y provocando la supervivencia viral (15). Esta es una de las razones por la
cual se emplean en los tratamientos combinaciones de DAAs que actuan sobre las diferentes
vias de replicaciéon del virus para potenciar la accién antiviral, como se lleva a cabo en el
tratamiento de la infeccidn por el VIH.

Tras el analisis de muchas secuenciaciones virales, se ha determinado que hay
variantes genéticas del VHC que son mas frecuentes en algunos genotipos y subtipos, lo que
parece estar asociado con la susceptibilidad basal a los DAAs que se observa entre los
diferentes genotipos y subtipos virales.

Sin embargo, y a pesar de todo lo anterior, la necesidad de detectar resistencias
contra DAAs existentes antes de la terapia de primera eleccion no es necesaria (14). De
hecho, la presencia de variantes de resistencia existentes previo al tratamiento no tiene un
gran impacto en los resultados de la terapia y no influye sobre la eleccion del tratamiento.
Pero existe una importante excepcién: en los pacientes con genotipo la que van a ser
tratados en combinacion con SMV/PEG-INF/RBV debe hacerse la deteccion de la mutacién
Q80K en NS3 y, en caso de existir, no debe aplicarse dicho tratamiento (14)

- Mutaciéon Q80K:

En diversos estudios randomizados se determiné que el tratamiento con triple terapia
SMV/PEG-INF/RBV comparado con la terapia convencional con PEG-INF/RBV tenia la misma
SVR (alrededor del 50%) en algunos grupos de pacientes, mientras que en otros se llegaba a
una tasa de curacién de hasta el 90%. Se planted entonces la existencia de posibles
diferencias genéticas en la proteasa del virus que pudieran conferir una mayor resistencia al
tratamiento en aquellos grupos en los que la respuesta era menor de la esperada con la
introduccion de SMV.

Al realizar andlisis genéticos para detectar dichas diferencias genéticas, por técnicas de
hibridacién y amplificacién, e incluso, por técnicas de secuenciacién masiva (ver mas
adelante) se localizd, en aquellos pacientes con peor respuesta, una mutacién Q80K en la
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proteasa NS3. Actualmente se admite que esta mutacion anula el efecto del SMV si este se
utiliza en triple terapia con RBV/PEG-INF (14).

La prevalencia de la mutacion Q80K no se conoce con exactitud. En EEUU se estima
entorno al 50% y existen diversos estudios actuales para establecer la prevalencia de esta
mutacion en Europa. Entre otros, un estudio francés sobre 95 pacientes reveld una
prevalencia del 10%, siendo este un nimero mucho menor que el registrado en EEUU (16).
En otro estudio en Suecia, Unicamente se detecté un porcentaje del 5,7% (17).

Las ultimas y mas actualizadas estimaciones muestran que en nuestro medio la mutacién
se encuentra de forma natural en mas del 30% de los pacientes “naive” con genotipo 1a,
pero tan solo en menos de un 1% en los pacientes con genotipo 1b (18).

La mutacion Q80K, pues, supone una disminucion de la SVR a SMV/PEG-INF/RBV muy
importante, estimada entre un 30-40% (18). El tratamiento con esta triple terapia, por tanto,
estd supeditado a la deteccion de dicho polimorfismo en la NS3 de los pacientes infectados
con genotipo 1a, ya que se ha demostrado que en ellos la eficacia y respuesta al tratamiento
es claramente menor. Si se encuentra la mutacion Q80K se recomienda considerar una
terapia alternativa. También debe considerarse otra terapia en aquellos casos en los que no
esté accesible el test de deteccion de dicha mutacion.

Al igual que ocurre con lo anteriormente expuesto sobre la determinacion del
polimorfismo de la IL-28B, tras la aparicién de los nuevos DAAs en forma de terapias
combinadas que hacen posible tratamientos libres de PEG-INF, esta deteccion dejaria de
estar justificada si el SMV se combina con otros DAAs.

- Otras mutaciones frente a los nuevos DAAs:

= VARIANTES DE RESISTENCIA FRENTE A TELAPREVIR'Y OTROS IP:

La mayor parte de los datos disponibles de resistencias a IPs del VHC procede de
estudios de pacientes tratados con telaprevir. Aunque este farmaco tiene una elevada
potencia antiviral, esta se encuentra comprometida por la rdpida seleccién de mutaciones
de resistencia. Hay multiples ensayos con telaprevir en monoterapia en los que se muestra la
elevada aparicion de resistencias en poco tiempo (de 7 a 10 dias) (15).

Telaprevir ha demostrado seleccionar mutaciones en las posiciones 36, 54, 55, 155,
156, 168 y 170 de la proteasa NS3, siendo el perfil de resistencias diferente segun el subtipo
de VHC. Las mutaciones V36M+R155K y la T54A/S confieren resistencia al genotipo 1a,
mientras que D168A/V, A156S, T54A/S e 1170A son las mas prevalentes en el genotipo 1b
(19).

También se ha observado que cada mutacion puede conferir un grado mayor o
menor de resistencia a telaprevir. La combinacién V36M+R155K y los cambios A156F/T/V
confieren un alto grado de resistencia a telaprevir, mientras que otras mutaciones como
V36A/G/M, T54A/S, R155G/K/M/T y A156S proporcionan una resistencia menor. En algunos
estudios se ven diferencias Unicamente en pacientes que han fracasado a tratamiento
previo, no mostrandose diferencias entre pacientes “naive”. De hecho, pacientes “naive”
con mutaciones de resistencia de forma basal de alto grado, como V36M+R155K, alcanzaron
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SVR, mientras que los pacientes con esta misma mutacion que antes habian recaido tras
tratamiento con PEG-INF/RBV fracasaron.

Sin embargo, la presencia de estos polimorfismos basales o mutaciones asociadas
con resistencia a telaprevir es muy baja en el VHC, especialmente las mutaciones de mayor
resistencia previamente nombradas (15). En estudios poblacionales se ha determinado que
las mutaciones en las posiciones 36, 155, 156 y 168 son inferiores al 1%, mientras que las
posiciones 54 o 55 estan presentes entre el 3-7% de la poblacion. En el genotipo 1a estos
cambios se observan entre el 8-9%, mientras que en el genotipo 1b tienen una prevalencia
del 1-2%. (19). Es preciso recordar, no obstante, que el polimorfismo Q80K que produce
resistencia a SMV se encuentra en mas de un 30% de los subtipos 1a. Por otro lado, el
polimorfismo D168Q se encuentra de forma mayoritaria en los genotipos 3 (>99%), siendo
este es el responsable de la resistencia natural a SMV de estas variantes (15).

En un estudio de 2013 (17) se analizé la presencia de los polimorfismos (o variantes
de aminoacidos asociadas a resistencia: resistance associated aminoacid variants, RAVs)
frente a inhibidores de la proteasa, en genotipos 1a, 2b y 3a. La prevalencia de RAVs fue
encontrada en un 28% de los pacientes con genotipo 1a, tanto de manera aislada (V36L o
Q80K) como en combinacion (T54A/S y V55A/I). En el genotipo 2b, mutaciones especificas
como V36L, Q80G y S122R en la proteasa NS3 fueron encontradas en un 100% de los casos,
haciendo probable que estos sean polimorfismos naturales relacionados con dicho genotipo.
De forma similar, mutaciones como V36L y D168Q fueron encontradas en todas las muestras
de genotipo 3a. Las mutaciones que se encontraron en el virus salvaje del genotipo 1la
podrian aumentar hasta diez veces la resistencia a boceprevir y telaprevir, y a los IPs de
segunda generacién (como SMV), aunque inicialmente parecen tener una resistencia muy
baja. Ademas, los polimorfismos naturales del genotipo 2b, como S122R, y de 3a, como
D168Q, conllevan una resistencia natural de hasta 20 y 700 veces respectivamente, lo que
explicaria por qué los actuales IP estan fundamentalmente dirigidos hacia el genotipo 1 (17).

También se ha observado que tras la finalizacion del tiempo de tratamiento con
telaprevir en triple terapia, la poblacion viral portadora de mutaciones de resistencias era
reemplazada por poblacidn viral salvaje en un tiempo aproximado de 3 y 7 meses (15). Esta
rapida reversiéon de mutaciones de resistencia a telaprevir una vez terminado el tratamiento,
permite el uso de estrategias de “reciclaje” con IPs, a pesar de que se ha determinado que
existe un alto grado de resistencia cruzada entre estos farmacos de la misma familia.

En otro estudio sobre mutaciones de resistencia existentes previo tratamiento con la
triple terapia telaprevir/RBV/PEG-INF en pacientes genotipo 1 que no habian respondido al
tratamiento convencional previo, se decribié en NS3 la mutacion Arg70, la cual se detectaba
en la mayoria de los pacientes que presentaron SVR, por lo que se asocié a una mayor
susceptibilidad al tratamiento antiviral (20).

Sin embargo, a pesar todas estos estudios, a dia de hoy no se pueden predecir las
respuestas al tratamiento a partir de las variantes del virus (a excepcion del tratamiento
con triple terapia con SMV y la mutacién Q80K, como ya se ha indicado). Asi, son necesarios
mas estudios en profundidad para intentar correlacionar su relevancia en la practica clinica,
lo que nos acercaria a un tratamiento mas dirigido y efectivo contra la enfermedad.
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=  VARIANTES DE RESISTENCIA FRENTE A OTROS DAAs :

En un estudio japonés muy reciente (21), se utilizd la secuenciacién masiva (ver mas
adelante) para intentar establecer las correlaciones entre las variaciones genéticas
existentes en el genotipo 1b, previo tratamiento combinado con daclatasvir y asunaprevir, y
la influencia de estas en la respuesta a esta doble terapia. Tanto en algunos pacientes con
SVR, como en otros con recaida, se observé una mutacidn previa a tratamiento para
daclatasvir (L31V/M y/o Y93H). Sin embargo, no se observaron mutaciones previas al
tratamiento con asunaprevir. Tras la terapia, en algunos pacientes que fracasaron si que se
observé la existencia de una mutacion de resistencia para asunaprevir (D168A/V) no
existente previamente. Los autores concluyen que pacientes con mutaciones previas de
resistencia para daclatasvir pueden ser mas susceptibles a recaida durante esta terapia
combinada. Sin embargo, aun queda por determinar si la deteccién en el virus salvaje de
estas variantes genéticas que confieren resistencia puede ser un predictor del resultado, ya
que no todos los casos con estas variantes tuvieron un fracaso terapéutico.

En otro estudio de 2013 (22), un grupo de pacientes con genotipo 1a, previamente no
respondedores a PEG-INF/RBV, fueron tratados con daclatasvir y asunaprevir con o sin PEG-
INF/RBV, y en aquellos que no alcanzaron la SVR se determind la existencia de mutaciones
previas, emergentes o persistentes al tratamiento. Se detectaron Q30E/R, L31V/M e Y93C/N
en la NS5A y R155K, D168A/E/V/Y en la NS3, variaciones que fueron relacionadas con el
fracaso al tratamiento en los pacientes no respondedores. Algunos de estos ultimos
acabaron respondiendo con una intensificacion de PEG-INF/RBV. Sin embargo otros no lo
hicieron, sino que durante la intensificacion generaron nuevas variantes de resistencia. En
las detecciones efectuadas tras el tratamiento, generalmente las variantes asociadas a
daclatasvir (inhibidor de la NS5A) persistieron, mientras que las variantes asociadas a la
resistencia frente a asunaprevir (inhibidor de la NS3) fueron reemplazadas en su mayoria por
las secuencias salvajes. En cambio, la secuencia R155K de la NS3 en un paciente no
respondedor no se modificé en ninguna fase del tratamiento.

La conclusion del estudio fue, pues, una asociacién del fracaso en el tratamiento con
daclatasvir y asunaprevir en pacientes con genotipo 1a no respondedores a terapias previas,
con la existencia de variantes de resistencia en NS5A y NS3. Las mutaciones en la NS5A
persistieron mientras que las variantes de la NS3 generalmente disminuyeron.

Por ultimo, durante el desarrollo de SOF se comprobd que la variacidn genética
S282T reducia la sensibilidad frente a SOF de 2 a 18 veces en todos los genotipos. Sin
embargo, en ensayos clinicos, esta mutacion no fue aislada en ningin momento y por tanto
no fue causa de fracaso terapéutico (23,14).
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Figura 2. Mutaciones en las dianas de los farmacos DAAs asociadas a resistencias:

NS3 Proteasa:

V36M/A/G/L T54A/S Q80K S122R R155K/G/M/T  D168A/V
V55A/I A156F/T/V/S 1170A

NS5B Polimerasa:
52827

NSS5A Fosfoproteina:

Q30E/R Y93H/C/N
L31v/M

= PACIENTES CON FRACASO TERAPEUTICO: ¢ QUE TRATAMIENTO ES INDICADO?

Mientras que los inhibidores de polimerasa andlogos de nucledsidos/nucleétidos
bloquean la replicacidon del VHC actuando como terminadores de la cadena del RNA, los no
analogos interaccionan con la polimerasa y producen cambios alostéricos que comprometen
su funcion. De esta forma, los inhibidores de la polimerasa que pertenecen al grupo de los
analogos de nucledtidos, como el SOF, tienen una barrera genética alta comparados con el
resto de DAAs. Clinicamente, ésto significa que pacientes que tengan variantes de
resistencia para SOF, revierten dichas variantes una vez cesa el tratamiento antiviral, de
manera que para tratar sus recaidas, puede volver a utilizarse este farmaco. En cambio,
otros DAAs como SMV, daclatasvir, ledipasvir, ombitasvir o dasabuvir, cuando fallan en
alcanzar una SVR seleccionan sustituciones de aminodcidos en los genes diana del virus, de
manera que adquieren resistencia para el tratamiento con estos farmacos y no deben ser
utilizados en las recaidas.

Las resistencias frente a IPs, y probablemente contra los inhibidores de la polimerasa
no nucledsidos, decrecen lentamente y de forma progresiva hasta hacerse indetectables
probablemente después de meses hasta dos afios tras el cese del tratamiento. En cambio,
las mutaciones de resistencia frente a NS5A son mds dominantes y se mantienen presentes
durante anos, incluso para siempre, tras haber sido seleccionadas con inhibidores de esta
fosfoproteina (14).
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8. EL FUTURO DE LOS ESTUDIOS DE LAS VARIANTES DEL VHC: LA SECUENCIACION MASIVA

Los métodos de hibridacion y amplificacion por PCR, si bien son capaces de
determinar el genotipo y el subtipo en la mayoria de los pacientes infectados existen, no
obstante, algunos casos en los que no son detectados correctamente (24). También han
demostrado tener limitaciones para ciertos genotipos menos comunes e incluso genotipos o
subtipos no conocidos hasta ahora (13). Un genotipado preciso de los pacientes es necesario
debido a que las terapias actuales dependen del genotipo a tratar. Por otra parte, para el
conocimiento de la gran variacion genética del virus y de aquellas variantes asociadas a la
resistencia a farmacos, la secuenciacion de todo el virus es necesaria. Sin embargo, dada la
complejidad genética existente en el VHC (y otros virus, como el VIH, donde la problematica
es similar), las técnicas cldsicas de secuenciacidon (basadas en su mayoria en el método de
Sanger), se han mostrado insuficientes. Asi por ejemplo, en ausencia de terapia antiviral, las
mutaciones que confieren resistencia estan generalmente en una cantidad genética muy
baja, haciendo que su deteccidn sea un verdadero reto.

Ademas, como ya ha sido expuesto en otra seccién, cada vez ha ido cobrando mas
importancia en la clinica la existencia de pacientes que poseen infecciones por varios
subtipos y genotipos del VHC, lo que se conoce por infecciones mixtas. La mayoria de los
pacientes con este tipo de infecciones son grupos de riesgo para el contagio por el virus,
como los ADVP (actualmente los agentes transmisores mds importantes de esta
enfermedad). Deberemos tratar, pues, selectivamente dichas infecciones si queremos
erradicar la enfermedad.

Asi pues, la aparicidn de los nuevos DAAs y su variable efectividad dependiendo del
genotipo y subtipo viral, asi como la importancia de la deteccién de las infecciones mixtas,
hacen necesarias la implantacién de nuevas técnicas de secuenciacién como condicién
fundamental para un control eficaz de la enfermedad.

En este sentido, en los ultimos afios han ido apareciendo nuevas formas de
secuenciacion mas rapidas y eficaces, pero de gran complejidad, que se agrupan bajo los
términos de secuenciacién masiva o NGS (del inglés original, next generation sequencing). La
metodologia basada en la secuenciacién masiva permite identificar de forma masiva los
genotipos del VHC y sus respectivos subtipos (18). Es una técnica muy eficiente, que produce
una gran cantidad de informacidn a un precio relativamente bajo y en un tiempo
relativamente corto. Ha proporcionado muchisima informacién en el campo de la virologia,
especialmente en el VHC, VIH y virus de la influenza (25).

Estas técnicas favorecen la mejor identificacion de las infecciones mixtas, la deteccidn
de aquellos genotipos que no sean 1la y 1lb, una mejora en la clasificacién de genotipo lay
1b, la identificacién de subtipos en otros genotipos no 1 (especialmente genotipo 4, en el
qgue se han detectado recientemente mutaciones de resistencia y se cree es uno de los
genotipos con mayor diversidad), ademas de determinar la variabilidad y las mutaciones de
resistencia que haya podido desarrollar el paciente antes y durante el tratamiento antiviral,
incluso cuando su prevalencia es baja. De esta manera, se conocerd mejor quiénes son
candidatos a los diferentes tipos de tratamiento, favoreciendo su optimizacion.
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No hay ninguna duda respecto a que el uso de la secuenciacidén masiva continuard
desarrollandose en los préximos afios, ya que esta técnica supone una revoluciéon en el
campo de la virologia destacando, en nuestro caso, el VHC, en el cual seremos capaces de
identificar su elevada variabilidad genética y trasladar los conocimientos a la préctica clinica.

Aun existen limitaciones en la técnica, como son el coste, los enormes datos que
recoge y la necesidad de personal preparado y experto (la metodologia requiere
bioinformaticos experimentados que sean capaces de manejar la elevada cantidad de datos
que estas nuevas tecnologias aportan). Ademas, con los millones de secuenciaciones que se
generan de una sola muestra, un pequefio error puede malinterpretarse como una mutacién
o un polimorfismo, por lo que deben investigarse mecanismos de correccién y bases de
datos, hardware y software apropiados para analizar los datos y controlar posibles errores.

La necesidad de simplificar los equipos, la estandarizaciéon y el desarrollo de
herramientas informaticas que faciliten su uso son necesidades urgentes para hacer que la
secuenciaciéon masiva sea una realidad en la virologia clinica (25).

9. CONCLUSIONES:

El tratamiento de la hepatitis C ha dado un vuelco en los ultimos afos y hoy en dia
estamos mas cerca de facilitar un tratamiento dirigido hacia la erradicacién de la
enfermedad. No obstante, debido a la gran variabilidad genética del virus, la necesidad de
una individualizaciéon de la terapia antiviral es cada dia mas evidente. En esta direccién,
existen nuevas técnicas de secuenciacidon masiva que pretenden asociar posibles variantes
gue confieren resistencia, tanto previamente como durante el tratamiento, siendo causa de
fracaso terapéutico.

Sin embargo, la evidencia hasta la actualidad sostiene que la deteccién previa al
tratamiento con DAAs de variantes asociadas a resistencia existentes en baseline no es
necesaria, debido a que la tasa de SVR es muy alta tanto en pacientes con estas variantes
como en pacientes en las que no son detectadas. Sin embargo, existe una importante
excepcion, con evidencia Al: en pacientes con genotipo 1a se debe hacer el cribado de la
mutacién Q80K antes de recibir triple terapia con SMV/RBV/PEG-INF, ya que si se detecta
esta variante, debe elegirse una terapia alternativa ante la alta probabilidad de fracaso
terapéutico (14).

Ante pacientes con recaidas, no existe una clara evidencia sobre qué farmacos deben
utilizarse. Siempre debe tenerse en cuenta el genotipo viral, los perfiles de resistencia
existentes frente a los farmacos previamente administrados, el nimero de farmacos usados,
el uso de la ribavirina y la duracion del tratamiento. Mas estudios son necesarios para
establecer un protocolo de actuacién frente a pacientes que no alcanzan SVR. Al igual que lo
indicado anteriormente para el inicio del tratamiento con DAAs, el estudio de resistencias
previo al tratamiento de recaidas tampoco tiene una evidencia clara (evidencia B2) (14).
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10. TRABAJO EXPERIMENTAL:

Con el fin de realizar una primera aproximacion al conocimiento de la prevalencia de
la mutacién Q80K, relacionada con la falta de respuesta a simeprevir, entre los pacientes de
hepatitis C de nuestro entorno, se llevd a cabo, en colaboracién con el Servicio de Digestivo
del HUMV, la determinacién de dicho polimorfismo en un ndmero de pacientes. Las
caracteristicas de las muestras clinicas en cuanto al nimero, genotipo del virus o
polimorfismo IL-28B del paciente se muestra en la Tabla 2.

Para la deteccidon de la mutacion se realizd, en primer lugar, la extraccién del RNA del
VHC a partir del plasma del paciente (NucleoSpin®RNA, Machery Nagel), amplificando
posteriormente por RT-PCR (One Step PrimeScript®, Takara) una regién de 200 bp del gen
NS3 del virus, con los cebadores NS31a-Q80F (5-ATCAATGGGGTATGCTGGACTGTC-3’) y
NS31a-Q80R (5-ACATCGGCGTGCCTCGTGACCAG-3’) (16). A continuacion se secuencio el
amplicon con los mismos cebadores (CEQ® 2000XL, Beckman) en el servicio de
Secuenciacién del HUMV, y mediante un software de edicion (Sequencher® v.4.0.5, Gene
Codes) se compard la secuencia del virus del paciente con la de referencia del subtipo 1a
(cepa H77, GenBanK acceso: AF009606), para localizar la mutacién en el nucleétido de la
posicion 80 de la proteasa viral.

En cuanto a los resultados, de las 33 muestras (de un total de 50) de las que se
obtuvo un amplicén (66%), practicamente la totalidad de ellas (32) mostré una ausencia del
polimorfismo. Solamente en un caso se obtuvo una mutacién, Q80L, distinta de la asociada
al fenotipo de resistencia (Q80K), y cuyo significado desconocemos.

Este trabajo ha servido para poner a punto la determinacién de la mutacién Q80K en
el VHC, que ha quedado incorporada a la cartera de servicios de Microbiologia del HUMV
para los pacientes remitidos por los servicios de Digestivo e Infecciosas, fundamentalmente.
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Tabla 2. Relacién de muestras del HUMV utilizadas para el estudio de la mutacion Q80K

RNA Muestra Genotipo IL28 [rs8099917] A.a. pos. 80
1 14116516 1b GG *
2 14116517 1 TG Q
3 14116518 1 TT Q
4 14116519 TG Q
5 14116520 1b TG *
6 14116521 1 TT Q
7 14116522 1 TT Q
8 14116963 1 TT *
9 14116978 1 TT Q
10 14116980 1b TG *
11 14116981 1 TT Q
12 14116982 1 TT Q
13 14116983 la/1b TG Q
14 14116984 1 TT Q
15 14116985 la/1b TG Q
16 14116986 1b TG *
17 14116987 TT *
18 14116988 1 TG *
19 14116989 1 TG Q
20 14116990 1 TG Q
21 14116991 1 TT Q
22 14116992 1 TT Q
23 14116993 la TT *
24 14116994 la TG *
25 14116995 TG *
26 14117119 la TT Q
27 14117120 1 TT *
28 14117121 1b TG *
29 14117122 1 TT *
30 14117123 1 TT Q
31 14120094 la TG Q
32 14120095 la TG Q
33 14120096 la GG Q
34 14120097 la TT Q
35 14120098 la TT Q
36 14120099 1b TG Q
37 14120100 1la TG L
38 14120101 TG *
39 14120102 la GG Q
40 14120103 la TT *
41 14120104 1 TT Q
42 14120105 la T Q
43 14120106 la TG *
a4 14120107 TG Q
45 14120108 la TG Q
46 14120109 la TT Q
47 14120110 la TG Q
48 14120111 la TG Q
49 14120112 1 TT *
50 14120113 1 TT Q

* No amplificacién o secuencia de mala calidad
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