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Introduccion: La infeccién por el Virus de la Hepatitis C (VHC) es un problema de salud en México.
Existen factores que predicen la respuesta al tratamiento como es el genotipo viral, carga viral (CV),
edad, obesidad, fibrosis, cirrosis y recientemente se ha documentado al polimorfismo (PNS) del gen
1L.28B como el factor predictive mas fuerte de Respuesta Viral Sostenida (RVS).

Objetivo: Asociar el PNS del gen IL28B con la RVS en pacientes que reciban tratamiento estandar y
que cuenten con factores predictivos de mal prongstico.

Material y métodos: Es un estudio observacional, longitudinal, prospectivo, ambilectivo, unicéntrico
y homodémico Ei estudio se realiz6 en el CMN MAC IMSS Puebla, de Marzo 2012 a Agosto 2013, en
24 pacientes mexicanos con VHC, genotipo 1, CV mayor a 400,000 U/ml y que han recibido
tratamiento combinade PegIFN alfa2a y Ribavirina. Se genotipificd el PNS del gen {L28B y se
determiné su asociacion estadistica con la RVS,

Resultados: |.a mayoria del grupo fueron mujeres (66.6%, n=16). Con una edad media de 52.5 afios
+ 4.9 La CV basal en promedio fue 1,219,000 Ul/ml + 322 887 Ul/mi. La frecuencia de pacientes con
RVR fue de 12.5% (n=3), la RVT se presenté en 45.8% (n=11), mientras que la RVS se reportd en
20.8% (n=5). La determinacion del PNS del gen 1L.28B fue del 100% (n=24) para la variante alélica
T/T. Al realizar el analisis muitivariado se report6 a la RVR como el Gnico factor predictivo de RVS
con relacion estadisticamente significativa (P=0,005).

Conclusién: Los pacientes con infeccion crénica por VHC, genotipo 1, con CV basales altas,
presentan la variante T/T del PNS rs12979860 del gen {L28B al 100%. Este grupo de pacientes
tienen poca probabilidad de alcanzar la RVR; sin embargo, aquellos que la obtengan, tendrén la
certeza de alcanzar la curacién virologica al 100%.
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1. MARCO TEORICO.

1.1 ANTECEDENTES GENERALES.

EPIDEMIOLOGIA

La infeccion por el virus de 1a Hepatitis C (VHC) es la principal causa de hepatopatia crénica
a nivel mundial. Su impacto a largo plazo es altamente variable, desde cambios minimos,
fibrosis, cirrosis hasta carcinoma hepatocelular (CHC) (1). A nivel mundial, se considera que
existen entre 130 y 210 millones de personas infectadas. La prevalencia varia de acuerdo al
area geogréafica; en Europa se estima entre 0.4 a 3%,; Egipto tiene la mayor prevalencia con
9%. Antes de 1990, la principal ruta de infeccion era por transfusion sanguinea. Gracias al
tamizaje en productos sanguineos, esta via de transmision estd practicamente erradicada.
Actualmente el uso de drogas intravenosas ¢ intranasales es la via primaria de infeccion. Se
conocen 6 genotipos, siendo el genotipo | el mas frecuente a nivel mundial. El subtipo 1ben
Europa y ¢l 1a en los EUA (1). En 2007, ¢l Instituto Nacional de Salud Pablica, publicé un
estudio realizado en 43,479 viviendas, obteniendo 21,271 sueros de mayores de 20 afios v se
encontr6 una prevalencia del anticuerpo contra el VHC de 1.4% y la presencia de RNA del
virus fue positiva en 0.49%. El genotipo mas frecuente en México es el 1 con 72.2% (1b

40.1%y 1a 17.8%), genotipo 2 con 18% y genotipo 3 con 9.8% (2).

HISTORIA NATURAL

La infeccidn es asintomatica en 50-90% de los casos. La falla en la erradicacion espontinea
ocurre en 50-90% de los pacientes. En Europa, la infeccion por VHC es responsable del 10%
de los casos de hepatitis aguda. La infeccion crénica, y su asociacion con fibrosis, parece ser

independiente del genotipo y de la carga viral (1). Excepcionalmente, la infeccién resuelve de



1. MARCO TEORICO.

1.1 ANTECEDENTES GENERALES.

EPIDEMIOLOGIA

La infeccion por el virus de 1la Hepatitis C (VHC) es la principal causa de hepatopatia cronica
a nivel mundial. Su impacto a largo plazo es altamente variable. desde cambios minimos,
fibrosis, cirrosis hasta carcinoma hepatocelular (CHC) (1). A nivel mundial, se considera que
existen entre 130 y 210 millones de personas infectadas. La prevalencia varia de acuerdo al
area geografica; en Europa se estima entre 0.4 a 3%, Egipto tiene la mayor prevalencia con
9%. Antes de 1990, la principal ruta de infeccion era por transfusion sanguinea. Gracias al
tamizaje en productos sanguineos, esta via de transmision estd practicamente erradicada.
Actualmente el uso de drogas intravenosas ¢ intranasales es la via primaria de infeccion. Se
conocen 6 genotipos, siendo ¢l genotipo 1 el mas frecuente a nivel mundial. El subtipo 1b en
Europa v el la en los EUA (1). En 2007, el Instituto Nacional de Salud Pablica, publicd un
estudio realizado en 43,479 viviendas, obteniendo 21,271 sueros de mayores de 20 afios y se
encontré una prevalencia del anticuerpo contra el VHC de 1.4% y la presencia de RNA del
virus fue positiva en 0.49%. El genotipo mas frecuente en México es el 1 con 72.2% (1b

40.1%y 1a 17.8%), genotipo 2 con 18% y genotipo 3 con 9.8% (2).

HISTORIA NATURAL

La infeccion es asintomatica en 50-90% de los casos. La falla en la erradicacion espontanea
ocurre en 50-90% de los pacientes. En Europa, la infeccion por VHC es responsable del 10%
de los casos de hepatitis aguda. La infeccion cronica, y su asoctacion con fibrosis, parece ser

independiente del genotipo y de la carga viral (1). Excepcionalmente, la infeccion resuelve de



forma espontanea, sobre todo en nifios y mujeres jovenes. La progresion de la enfermedad se
ve acelerada ante la presencia de co-factores como el consumo de alcohol, co-infecciones con
VIH u otros virus hepatotrofos, diabetes mellitus y mayor edad de adquisicién. De 10-40%
desarrollaran cirrosis en un periodo de 20 a 35 afios. El riesgo de descompensacion hepatica
en cirrosis asociada a VHC es de 30% en 10 afios. La muerte relacionada a complicaciones
de cirrosis tiene una incidencia aproximada de 4% por afio y de CHC de 1-5% por afio. La
probabilidad de muerte por CHC es de 33% en el primer afio. Las manifestaciones
extrahepaticas mas frecuentes son la crioglobulinemia, liquen plano, porfiria cutdnea tarda,

sialoadenitis linfocitica y la glomerulonefritis membranosa (1).

HERRAMIENTAS DIAGNOSTICAS.

El diagndstico esta basado en la presencia de anticuerpos anti-VHC detectados por ensayos
de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) de tercera generacién, y RNA de VHC
detectado por ensayos moleculares, siendo el mas aceptado la reaccion en cadena de la
polimerasa en tiempo real (RT-PCR); ésta puede detectar cantidades minimas de carga viral,
generalmente valores menores a 30 U/ml. El método de ELISA tiene una especificidad
mayor al 99% (1,3,4). Por otra parte, a todos los pacientes positivos para VHC, se debe
determinar el genotipo, realizar valoraciones acerca del dafio hepatico, siendo la biopsia
hepatica el método de referencia. Actualmente existen métodos no invasivos como una
alternativa, sin embargo, estos tienen poca eficacia para identificar fibrosis moderada.
Recientemente, se habla sobre factores genéticos del hospedero, como parte de la valoracion
inicial, dado que existen polimorfismos localizados en el gen de la IL28B, que estan
asociados a respuesta viral sostenida asi como resolucion espontanea en pacientes con

infeccion aguda por VHC (1). La distribucion de estos polimorfismos varia en la poblacion



mundial, lo que puede explicar la heterogeneidad en la respuesta al tratamiento de acuerdo a

grupos €tnicos.

TRATAMIENTO

El objetivo de la terapia es la erradicacion de la infeccion para evitar la progresion a
complicaciones relacionadas. El punto final del tratamiento es la obtencién de la respuesta
viral sostenida (RVS), pues se relaciona en mas de 99% de los casos con curacién. Puntos
intermedios indican la probabilidad de lograr RVS. Cuando se erradica el VHC, Ia
necroinflamacion cesa y la fibrosis se cura en pacientes no cirrdticos (1). Sin embargo, la
RVS se logra sélo en un 42-46% en pacientes con genotipo 1 con el tratamiento estandar
actual de interferdn aifa pegilado (PegIFN alfa) y ribavirina (RBV). En el afio 2009, se
publicd el estudio IDEAL (eficacia de dosificacion individualizada vs dosis fija para evaluar
la terapia Optima con interferon pegilado, por sus siglas en inglés), donde se compararon los
dos esquemas aprobados para el mancjo de la hepatitis C, PeglFN alfa 2a 180
microgramos/semana + RBV 1-1.2 g/dia versus PegIFN alfa 2b 1.5 microgramos/kg/semana
+ RBV 0.8-1.4 g/dia por 48 semanas, sin hallar diferencias estadisticas significativas (41%
vs 40%) en cuanto a RVS para pacientes con genotipo 1 (5). En genotipos 2 y 3, la frecuencia
de RVS es mayor (74% y 69%). Los factores predictivos mas fuertes de RVS son el genotipo
del VHC, la carga viral (con punto de corte entre 400,000 y 800,000Ul/mi) y el estado de
fibrosis/cirrosis. Otros predictores son la duracion del tratamiento, indice de masa corporal
(IMC), edad, resistencia a la insulina v género (1). En la valoracion pretratamiento se
recomienda determinar el dafio hepatico con pruebas hepaticas completas y ultrasonografia
hepatica; buscar otras causas de hepatopatia (co-infecciones, alcoholismo, autoinmunidad,
enfermedades metabolicas);, determinar el grado de severidad, puesto que en los pacientes

con cirrosis, la probabilidad de responder a tratamiento esta alterada. Determinar el estado de



fibrosis por medio de biopsia no ¢s obligatorio, ya que se han desarrollado algunas
alternativas; el uso de la elastografia valora adecuadamente estado de cirrosis, no asi estados
leves de fibrosis. El uso combinado de pruebas sanguineas y elastografia aumenta su
precision. En las ultimas guias de practicas clinicas, se ha agregado la determinacién de
factores genéticos, puesto que se ha definido ampliamente la asociacion entre polimorfismos
del gen IL28B con la RVS en pacientes con genotipo 1(1). Por lo anterior, se recomienda la
determinacion del polimorfismo genético de la IL28B para valorar la probabilidad de
respuesta al tratamiento. Existen contraindicaciones absolutas al tratamiento estandar:
depresion  descontrolada, psicosis, epilepsia, enfermedad autoinmune descontrolada,
embarazo, enfermedad severa concomitante (HAS severa, ICC, neumopatia obstructiva
cronica) (1), trasplante de organos solidos (renal, corazon, pulmon) (4). La monitorizacion
debera realizarse en las semanas 4, 12, 24, 48 durante el tratamiento v en la semana 24
posterior al mismo, valorando la eficacia (carga viral) y seguridad (efectos secundarios). La
probabilidad de RVS ¢s directamente proporcional al tiempo en que desaparece la carga viral.
Se define como respuesta virologica rapida a la ausencia de RNA viral en un estudio sensible
a las semana 4 del tratamiento (25% en genotipo 1) y puede detenerse el tratamiento a la
semana 24 si cuenta con CV basal menor a 400,000U /ml. La respuesta viroldgica temprana
(RVT) se define como la ausencia de RNA de VHC a la semana 12, a quienes se les debera
completar el tratamiento hasta 48 semanas. El tratamiento deberd suspenderse en todos
aquellos pacientes que no logren disminuir la carga viral en mas de 2 logaritmos Ul/ml a la

semana 12; y a la semana 24 si es que permanece detectable el RNA del VHC.



POLIMORFISMO DEL GEN IL28B.

La necesidad de encontrar factores predictivos de respuesta virologica al tratamiento en
pacientes con infeccion cronica por VHC, es definida por la probabilidad de alcanzar la
erradicacion del virus, incluso con esquemas de tratamiento acortados. Entre los factores
predictivos clasicos se encuentran: genotipo no-1, carga viral menor de 400,000-
800,000UVml, género femenino. edad menor de 40 afios, raza no-afroamericana, peso
corporal menor a 75kg, ausencia de resistencia a la insulina y ausencia de fibrosis o cirrosis
©6).

En 2009, inicié una nueva etapa de estudios encaminados a determinar la relacién entre
factores genéticos del hospedero con la respuesta al tratamiento. Ge et al. (7). realizaron el
primer analisis de asociacion gendémica (GWAS por sus siglas en inglés) en mas de 1600
pacientes tomados del estudio IDEAL, todos genotipos 1 y virgenes a tratamiento estandar.
Encontraron un polimorfismo (PNS) en el cromosoma 19, el rs12979860, fuertemente
asociado a la RVS en todos los grupos de pacientes. El polimorfismo reside cerca del gen
1L28B que codifica para ¢l IFN lambda 3. El genotipo CC estd asociado a una tasa 2 veces
mayor de RVS (IC 95% 1.8-23) en comparacion al genotipo TT. Similares tasas, se
documentaron entre la poblacion europea y los afroamericanos. Ademds, se observd una
asociacion significativa entre el genotipo CC y la carga viral basal. Al contrario de lo que se
sospecharia, 1a carga viral basal en estos pacientes es significativamente mayor (6.3 log 10 vs
6.1 log 10 en genotipo TT).

Desde entonces, se han realizado algunos estudios genéticos que demuestran una liga de
mecanismos entre la inmunidad innata y la eliminacién del virus. En 2010, Thompson et al.
(8), confirmo la relevancia clinica del polimorfismo, en un estudio basado en el principio de
intencidn a tratar, en donde se tipifico a pacientes con VHC Gl en el sitio polimorfico

rs12979860 como CC, CT y TT. Se asocid a 1a IL28B tipo CC con mejor cinética viral
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ternprana y mayor probabilidad de RVR (28% vs 5% y 5%. P<.0001) y de RVS (69% vs 33%
vs 27% P<.0001) comparados con CT y TT respectivamente.

Honda et al. (9), en 2010, estudié en 168 pacientes, la expresion de genes estimulados por
interferon (ISG por sus siglas en inglés: Interferon-stimulated genes) a través de RT-PCR. Se
determinaron variaciones genéticas en 1L28B (rs8099917) en 91 pacientes. Encontrd que el
genotipo TT tenia niveles de expresion hepatica de ISGs menores que los otros genotipos, ¥
esto puede estar asociado a la presencia de mayores concentraciones de RNA del VHC. La
sensibilidad a interferones exdgenos presenta una asociacion inversa con los niveles de 1SGs.
En el caso de los pacientes con polimorfismos de IL28B 128099917 TT, presentan mayores
cargas virales y menores niveles de expresion de ISGs, lo que justifica la mejor respuesta a
tratamiento basado en interferones exdgenos.

La respuesta inmune del hospedero varia entre los individuos, algunos no presentan respuesta
de IFN en el higado, mieniras que otros tienen una activacion completa de ISG. La
preactivacion de estos sistemas de IFN enddgenos se asocia con no-respondedores. Dill et al.,
en 2011, investigaron si el genotipo de la 1L28B determina la expresion de los ISG en el
higado. El alelo menor de la IL.28B presentd una asociacion significativa con el aumento en
la expresidn de los ISG, v este aumento esta relacionado con los no-respondedores (10).

La fuente principal de IFN lambda son las células dendriticas y los macrofagos. En el higado
se desconoce el origen, pero se sugiere que las células de Kupffer v las células endoteliales
sinusoidales producen esta familia de interferones (11). Su sitio de accién, esta limitado a la
presencia de su receptor: la cadena alfa del receptor de la 1128 (ITL28Ra) y la cadena beta del
receptor de a TL10 (IL1ORE). El TL28Rw se encuentra en células epiteliales. Posterior a la
union a su receptor, existe una reaccion de fosforilacion de las proteinas STAT1 v STAT?2,

estimulando la formacion de los ISG y con esto favorecer la respuesta celular contra
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infecciones virales (11). La familia de IFN-lambda incluye a los 1IFN-lambda 1, 2 y 3,
también conocidos como 11.29, 1L.28A 0 IL28B y son parte de un nuevo grupo de citocinas.
Desde 2005, ya existia un reporte sobre la capacidad de inhibir la replicacion del VHC por
parte del interferén lambda. Robek y cols., al sefialar que este IFN induce una respuesta
antiviral similar a los IFN alfa/beta, determind la capacidad del IFN lambda para inhibir 1a
replicacion del VHC y VHB en hepatocitos murinos ¢ “in vitro” en hepatocitos humanos,
sugiriendo la posibilidad terapéutica de estos IFN sobre la infeccién cronica por VHC (12).
Puesto que los IFNs inhiben la replicacion viral, es légico pensar que la expresion de IFN
endbgenos determinara el control sobre las infecciones virales. Dos estudios (11.13)
compararon los niveles de ARNm de IFN lambda en sangre de sujetos con el alelo T con
aquellos con alelo G, y se demostrd que la mayor expresion de IFN lambda es en sujetos con
genotipo TT, comparado con los genotipos TG y CG: hecho no observado en los estudios de
Ge et al. Sin embargo, estudios realizados en animales, indican que la distribucion tisular del
IL28Ra determina la respuesta al IFN lambda (11-15).

La implicacion clinica de estos hallazgos, es el poder predictivo que tiene el genotipo de la
I1.28B sobre la RVS, sin embargo, la IL28B no tiene un valor predictivo positivo del 100%.
Hecho documentado en los estudios de Ge ef al. (7) en donde sdlo el 56% de pacientes con
RVS fue explicado por la presencia de genotipos favorables hasta 82% entre sujetos de raza
blanca con genotipo rs12979860 CC; y del 63% en el estudio realizado por Suppiah et al
(13); por lo que no se recomienda su uso como predictor tinico de respuesta.

En 2011, Moghaddam realizé un analisis retrospectivo de 281 pacientes con genotipo 3,
reconocio a la edad (menor de 40 afos), carga viral basal (menor a 400,000UT/ml) y el
genotipo rs12979860 o rs099917 como factores predictivos independientes de respuesta

viral rapida (16).
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Varios autores, han sugerido el uso de modelos de prediccion pretratamiento. En un trabajo
muy reciente Kurosaki ef al. (2011), recolectaron informacién de 496 pacientes con genotipo
1 en Japén y concluyeron que el polimorfismo de la 1L28B y las mutaciones en la region
determinante de sensibilidad a IFN (ISDR por sus siglas en ingles: IFN sensitivity
determining regién) del VHC son predictores pretratamiento significativos (17).

De igual manera se han estudiado los polimorfismos virales, incluyendo sustituciones en la
proteina de la capside (C) y en la NS5A del VHC (18). Hayes en 2011, estudio 817 pacientes
con infeccion crénica del VHC y analizé sustituciones en los aminoacidos 70 y 91 de la
proteina C y sustituciones dentro de la regién que determina la sensibilidad al IFN (ISDR) en
NS5A. Reporta que ¢l genotipo rs12979860 CC vy la sustitucion del aminoacido 70 de la
proteina C son factores predictivos independientes (19).

Por su parte, Stattermayer en el 2011 investigd el papel del polimorfismo de nucledtido unico
(PNS) en la respucsta virologica temprana en pacientes que no habian recibido tratamiento
previo, identificando los polimorfismos a través de RT-PCR (682 muestras). Pacientes con
genotipo C/C tuvieron mayor tasa de RVR y RVS (79.1%). El valor predictivo positivo de
PNS rs12979860 CC para RVS fue superior que aquel para el PNS rs8099917 TT (80.3% vs
71.6%). Sin embargo, al igual que ofros autores, Stattermayer reconoce a la RVR como el
mejor predictor de RVS. (20).

Ya desde el 2010, Montes Cano ef al., realizaron la primera cohorte realizada en la poblacion
espafiola, constituida por 371 individuos. Se realizo genotipificacion del rs12979860 y
reportaron que ¢l genotipo CC represento la mayoria entre los pacientes infectados con virus
genotipo no-1, pacientes con resolucion espontanca de la enfermedad y pacientes con
respuesta virologica sostenida (66.7%, 72.5% y 60.2% respectivamente) (21).

En Junio de 2010, McCarthy et al.. publicaron un estudio transversal de 231 pacientes que

recibieron tratamiento estindar combinado, incluyendo 178 caucasicos y 53 afroamericanos.
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Se encontré que 40% de los pacientes caucasicos eran portadores de rs12979860 CC, y que
predecia la RVS con un OR de 5.79, independientemente del genotipo del VHC y con
sensibilidad de 65% y especificidad de 78%. Concluyeron que el genotipo rs12979860 es un
predictor independiente significativo de respuesta a tratamiento estandar (22).

El polimorfismo de /L.28B, su impacto en la cinética viral y su relacion con otros predictores
no ha sido bien documentada (23.24). Recientemente, Lindh y cols., analizaron 2 PNS,
rs12979860 y rs8099917 en 110 pacientes con genotipo 1. La reduccion de 1a carga viral a los
7 dias y a las 4 semanas, fue mas pronunciada en pacientes con PNS rs12979860 CC
(P<0.0001). La climinacion viral fue significativamente influenciada por el polimorfismo
genético, independientemente de la CV basal, edad o fibrosis (23).

Tilmann y cols., reportaron en 2011 la asociacion que existe entre niveles altos de colesterol
LDL y el genotipo rs12979860 CC. Realizaron 2 cohortes de 141 y 180 pacientes con
genotipo 1, donde documentan que dicha asociacion es mas baja en pacientes con la variedad
CC (22.5%) en comparacion con aquellos con genotipo no-CC (47.6%). (24). En el 2011,
Brietto et al., estudiaron el papel complementario de la vitamina D en predecir la respuesta en
211 pacientes con VHC, demostrando que los niveles séricos de vitamina D son
complementarios al polimorfismo rs12979860 de la IL28B en aumentar la prediccion de la
RVS (14).

En el 2010, Lotrich y cols., publicaron el fnico estudio hasta el momento, relacionando la
presencia de efectos secundarios por PeglFN alfa y el polimorfismo de la IL28B. Se
evaluaron a 133 pacientes de forma retrospectiva, y documentd que, efectivamente, el PNS
1512979860 se relaciond a variaciones en la respuesta al tratamiento, siendo el genotipo TT el
que presentaba la peor respuesta. Sin embargo también documentd que ese mismo genotipo
presentd menores alteraciones del apetito (3.1% vs 10.1% v 88% para CT y CC

respectivamente), y del suefio (10.8% vs 16.1% y 20.7% respectivamente) (26).
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En Febrero de 2011, Pearlman BL, publicaron que ya s¢ encuentra comercialmente
disponible, pruebas que deterntinan el polimorfismo de ta IL28B, por lo que contamos con

un anma poderosa para la prediccion del tratamiento en pacientes con VHC (17).

1.2 ANTECEDENTES ESPECIFICOS.

PNS DEL GEN IL28B EN POBLACION MEXICANA.

Hasta el dia de hoy, la busqueda a través de PubMed sélo demuestra la existencia de una
publicacion sobre poblacion mexicana. En Diciembre del 2012, Martinez-Gomez y cols. (27),
determinaron la asociacion entre PNS IL2B y la RVS después de tratamiento a base de PEG-
IFN y RBV en una cohorte de pacientes con VHC genotipo 1 y 2. Reportaron un periodo de
reclutamiento de Mayo 2007 a mayo 2011 en 2 centros de atencién médica (Unidad hepatica
de la Clinica Médica Sur, D.F. y ¢l Centro de Enfermedades infecciosas, INSP, Cuernavaca,
Morelos). La cuantificacion de carga viral se realizo a través de COBAS TagMan HCV test
v2.0, Roche; utilizando un punto de corte de 400,000UUmi para determinar cargas
bajas/altas. Posteriormente realizaron genotipificacion del PNS IL28B a través de PCR-RT
usando sondas de TagMan, las muestras fueron analizadas por 2 investigadores. Utilizaron
estadistica descriptiva para caracteristicas individuales, prucba chi cuadrada para analisis de
variables categérica y modelos de regresion logistica. Se determind el OR con 95% de IC,
para los diferentes genotipos. ajustandolo para edad, género y genotipo viral. Reportan un
grupo de 83 pacientes, de los cuales 38 fueron genotipo 1. La edad media de sus pacientes fue
de 37 afios, con cargas virales basales promedio de 434,955 UI +/- 387,213 UL Lograron en
general 32% de pacientes con RVS. Reportaron la asociacion de 3 diferentes PNS de regiones
cercanas al gen 1L.28B (rs8099917, rs8103142 y rs12979860), identificando al rs12979860

CC como anico genotipo asociado a RVS (P=0.033) OR = 4.83, 95% IC = 1.12-20.8.
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El estudio de Martinez-Gomez y cols. es el primero en poblacién mexicana y, compatible con
lo reportado a nivel global, demostraron una asociacion positiva entre el PNS del gen 1L28B
en su variedad alélica CC, con la probabilidad de RVS. Ademas reportan la frecuencia de
alelos CC, CT y TT (24%, 41% y 35%, respectivamente), resultados que contrastan con lo
publicado por Ge v cols (7), donde en poblacion hispana la frecuencia de CC es del 50%
aproximadamente. Sin embargo, la poblacién utilizada por Martinez-Gémez y cols es una
combinacion de genotipos virales, lo que modifica el analisis de sus resultados, puesto que la
vasta mayoria de estudio de asociacion gendmica amplia se ha realizado sélo en poblacion
con genotipo 1, poblacion en la que esta realmente indicada la genotipificacion del PNS
11.28B. Hasta el momento. no existen estudios realizados en poblacion especifica con factores

predictivos de mal prondstico.
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2. JUSTIFICACION

La tasa de RVS ¢s de aproximadamente ¢l 50% en pacientes con genotipo 1, el cual es el mas
frecuente en nuestra poblacion. Esto, es debido en parte a factores relacionados con el
hospedero. Actualmente se han reconocido los PNS de la IL28B, como uno de los factores
predictivos pretratamiento mas poderosos. Estos polimorfismos, varian de acuerdo a los
grupos étnicos. En México, sélo existe una cohorte de 83 pacientes, donde se documenta que
la variedad mas frecuente entre los mexicanos es el tipo CT y el mds raro es el tipo CC (que
otorga mejor prondstico). Determinar la asociacion entre el polimorfismo de la IL28B y la
respuesta sostenida al tratamiento en pacientes con infeccion cromica por VHC y que
presenten factores predictivos de mal prondstico (genotipo, carga viral) en poblacién
mexicana, nos provecra informacion sobre el valor predictivo independiente de estos

polimorfismos genéticos.
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3. PLANTEAMIENTOQO DEL PROBLEMA

El servicio de Gastroenterologia del HEP UMAE Puebla, es el centro de referencia de
pacientes portadores de infeccion crénica por VHC para valorar el inicio del tratamiento y
vigilancia del mismo. Similar a lo que se reporta en la literatura mundial, solamente el 50%
aproximadamente alcanzan la RVS con el tratamiento estandar actual, lo que hace necesario
la investigacion sobre factores predictivos en nuestra poblacidn, y de esta manera
individualizar el tratamiento. Asi, podremos incidir directamente en la salud del paciente,
optimizar duraciones del tratamiento vy mejorar la balanza de costo-beneficio. Seguramente,
los pacientes con pocas probabilidades de alcanzar la RVS, se puedan beneficiar en un futuro

con los potenciales esquemas antivirales en desarrotlo.
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4. PREGUNTA CIENTIFICA

. Qué asociacion existe entre el PNS 1512979860 del gen IL28B v la obtencion de RVS, en

pacientes mexicanos infectados con el VHC y con factores predictivos de mal prondstico?
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5. HIPOTESIS

HO:

Los pacientes mexicanos infectados con VHC genotipo 1, con carga viral mayor a
400.000U/ml, independientemente de su polimorfismo genético, tienen poca probabilidad
de alcanzar respuesta virologica sostenida con tratamiento combinado PeglFN alfa 2a +

RBV.

HI:

Los pacientes mexicanos infectados con VHC genotipo 1, con carga viral mayor a
400,000Um1y con PNS del gen 11.28B rs12979860 CC, tienen alta probabilidad de alcanzar

respuesta viroldgica sostenida con tratamiento combinado PeglFN alfa 2a + RBV.



6. OBJETIVOS.

6.1. GENERAL
Asociar el polimorfismo del gen IL28B como factor predictivo de respuesta viroldgica
sostenida en pacientes mexicanos con infeccion cronica por VHC con factores predictivos de

mal pronostico.

6.2 ESPECIFICOS
6.2.1. Determinar el polimorfismo rs12979860 del gen IL28B, en pacientes mexicanos
derechohabientes al IMSS, infectados con VHC genotipo 1, con carga viral mayor a
400,000U1/ml.
6.2.2. Cuantificar cargas virales a las semanas 0, 4 y 48 durante el tratamiento y 24 semanas
posteriores al mismo, en pacientes mexicanos derechohabientes al IMSS, infectados con
VHC genotipo 1, con carga viral mayor a 400,000Ul/ml.
6.2.3. Determinar la presencia de respuesta virologica rapida. definida como niveles
indetectables (menos de 50UI/ml) de RNA de VHC a la semana 4 del tratamiento en
Ppacientes mexicanos derechohabientes al IMSS, infectados con VHC genotipo 1, con carga
viral mayor a 400,000Ul/mi.
6.2.4. Determinar la presencia de respuesta viroldgica sostenida. definida como niveles
indetectables (menos de 50Ul/ml) de RNA de VHC a la semana 24 posterior al tratamiento,
en pacientes mexicanos derechohabientes al IMSS, infectados con VHC genotipo 1, con

carga viral mayor a 400,000UVml.
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1 Disefio del estudio

Analitico.
Por la participacion del investigador: observacional.
Por la temporalidad del estudio: longitudinal.
Por la direccionalidad: prospectivo.
Por la obtencion de la informacién: ambilectivo.
Por la institucién: unicéntrico.

Por el tipo de la poblacion: homodémico.

7.2 Ubicacidn espaciotemporal

El estudio se llevo a cabo en la Unidad Médica de Alta Especializacion IMSS Puebla, Centro
Meédico Nacional “Gral. de Division Manuel Avila Camacho”, a cargo del Servicio de
Gastroenterologia y en el Laboratorio de Virologia , para la determinacion del polimorfismo

genético. Durante el periodo Marzo de 2012 a Agosto de 2013.

7.3 Estrategia de trabajo

Se realizo basqueda y andlisis de expedientes clinicos de pacientes infectados con el VHC y
que hayan recibido tratamiento estandar con interferén pegilado aifa 2a (Pegasys®) 180ug
semanales con aplicacién subcutdnea por 48 semanas y ribavirina a dosis ponderal de
15mg/kg/dia por via oral por 48 semanas. Se seleccionaron pacientes que cumplan con los
criterios de inclusion y se asignaron a 2 grupos, de acuerdo a la presencia o ausencia de RVS.

Se contacté con dichos pacientes via telefénica y en caso de aceptar participar en el

protocolo, previa firma de consentimiento informado, se inclayeron en el mismo. Se tomo
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muestra de sangre venosa en la Clinica de Hepatitis y se enviaron al Laboratorio de Virologia
para su procesamiento. Se recabaron los datos arrojados en la determinaciéon del
polimorfismo genético y en la monitorizacion virologica durante ¢l tratamiento y se
recopilaron en la hoja de recoleccion. Se analizé la asociacion entre el PNS del gen IL28B y
la tasa de respuesta viroldgica sostenida. Se evaluaron los resultados y se publicaran las

conclusiones.

7.4 Marco muestral
7.4.1 Poblacion fuente
Pacientes de la clinica de Hepatitis del servicio de Gastroenterologia de la UMAE

IMSS Puebla CMN MAC.

7.4.2 Sujetos de estudio
Pacientes con infeccién cronica por VHC, genotipo 1 con carga viral basal mayor a
400,000UT/ml, que hayan recibido tratamiento combinado en la UMAE IMSS Pucbla

CMN MAC.

7.4.3 Criterios de seleccion:

7.4.3.1 Criterios de inclusion:
« Pacientes mexicanos de cualquier género.
+ Edad mayor a 18 afios.
o Con infeccion cronica por VHC genotipo 1.

o Con carga viral basal mayor a 400,000UL/ml.
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* Pacientes que hayan recibido o que estén en tratamiento combinado contra el
virus de la Hepatitis C de acuerdo a las guias internacionales de practica
clinica, y que concluyan antes de Agosto del 2012.

e Derechohabientes del IMSS.

7.4.3.2 Criterios de exclusion.
e Pacientes no derechohabientes del IMSS.
e Pacientes portadores de VHC genotipo no-1.
o Con Carga viral basal menor a 400,000UL/ml.
¢ Pacientes co-infectados con VHB o VIH.

e Pacientes que no acepten participar en el estudio.
7.4.3.3 Criterios de eliminacion:
o Pacientes que fallezcan durante ¢l estudio.

o Pacientes que no toleren fos efectos secundarios a PegIFN alfa 2a o ribavirina.

7.5 Disefio y tipo de muestreo:

Muestreo probabilistico aleatorio.

7.6 Tamaiio de la muestra:

Conveniente al investigador.
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7.7 Variables y escala de medicion

VARIABLE TIPO ESCALA UNIDAD DE EQUIPO
MEDICION
EDAD CUANTITATIVA DISCRETA ANOS EVALUADOR
GENERO CUALITATIVA NOMINAL FEMENINO EVALUADOR
MASCULINO
CARGA VIRAL | CUANTITATIVA CONTINUA UI/MLY LOG LABORATORIO
BASAL
POLIMORFISMO | CUALITATIVO NOMINAL NO CC/TT/TC LABORATORIO
RS12979860 BINARIA CIBIOR
RESPUESTA CUALITATIVO DICOTOMICA S1/NO EVALUADOR
VIRAL
SOSTENIDA
RESPUESTA CUALITATIVA DICOTOMICA SI/NO EVALUADOR
VIRAL RAPIDA

7.8 DEFINICION DE VARIABLES

Variable independiente: pacientes infectados con VHC que hayan recibido o que
estén recibiendo fratamiento combinado PegIFN alfa 2a + RBV y que concluyan antes
de Agosto de 2012.

Variable dependiente: Respuesta viral sostenida, definida como la ausencia de carga

viral (<50U/ml}) a la semana 24 post-tratamiento.

EDAD:

Definicion conceptual: tiempo de existencia desde el nacimiento.

Definicidn operacional: niimero de afios cumplidos en un sujeto.
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GENERO:
Definicion conceptual: condicion humana atribuida de acuerdo al sexo de un
individuo.

Definicion operacional: en base a lo documentado en el expediente clinico.

CARGA VIRAL BASAL:

Definicion conceptual: cantidad de material genético de VHC (ARN) medido en
unidades internacionales en un mililitro de sangre venosa, obtenida previo a
tratamiento.

Definicidon operacional: valor obtenido en muestra sanguinea enviada a laboratorio
particular para carga viral de virus de la hepatitis C, previo a tratamiento.
POLIMORFISMO rs12979860 DEL GEN 1L28B:

Definicién conceptual: Presencia de multiples alelos de un gen presentes en una
poblacion.

Definicién operacional: Identificacion de CC, CT o TT en la posicion polimérfica

1512979860 del gen i128B.

RESPUESTA VIRAL SOSTENIDA:

Definicion conceptual: carga viral negativa a la semana 24 postratamiento.
Definicion operacional: nivel de ARN de VHC indetectable (<50Ul/ml) después
de 24 semanas de fin de tratamiento.

RESPUESTA VIRAL RAPIDA:

Definicion conceptual: carga viral negativa a la semana 4 de tratamiento.
Definicion operacional: nivel de ARN de VHC indetectable (<50Ul/ml) en Ja

semana 4 de tratamiento.
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7.9 Métodos de recoleccion de datos:
Llenar hoja de recoleccion de datos y cuestionario.

Mantener actualizado un censo demografico con las variables ya descritas.

7.10 Técnica y procedimiento:

Muestras

A los pacientes seleccionados se les tomd muestra de sangre por puncién venosa, la
cual se manejo en tubos con EDTA como anticoagulante en la Consulta Externa de la
Clinica de Hepatitis. Las muestras se mantuvieron en refrigeracion y fueron llevadas
al laboratorio de Virologia para obtencién del ADN celular y determinacion del
polimorfismo del gen IL28B.

Extraccién de ADN

El ADN se obtuvo a partir de la sangre total mediante un método de afinidad con el
sistema comercial GeneJET Genomic DNA Purification Kit (Fermentas), de acuerdo

con las instrucciones del fabricante.

Determinacion de polimorfismos en el gen JL28B

a) Amplificacion y purificacion de productos de PCR

Con ¢l ADN purificado de cada paciente se realizé la amplificacion de un segmento
del genoma mediante reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), el cual contiene el
sitio polimérfico 1s12979860. Los iniciadores de PCR utilizados fueron denominados
R1260s (5°-CTG AGC ACT GCC TGG GCG TC-3") y R1260a (5°-TGC ACG GTG
ATC GCA GCG G-37), con los cuales se produce un amplicon de 796 pb. El

fragmento sc analizé mediante electroforesis en gel de agarosa tefiido con bromuro de
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etidio v se purificé con el producto comercial Wizard SV Gel Purification System
(Promega) para posteriormente enviarse a secuenciacion.

b) Secuenciacion

Los productos de PCR purificados se enviaron al Laboratorio Nacional de Gendémica
para la Biodiversidad (LANGEBIO) de CINVESTAV-lapuato para determinar su
secuencia nucleotidica mediante ¢l método de Sanger. Los eclectroferongramas
obtenidos se analizaron en el Laboratorio de Virologia mediante el programa BioEdit
v. 7.2.3, con el que se determino la presencia de los polimorfismos, los cuales pueden

reportarse como CC, TT o TC.

7.11 Analisis de datos:

Se utilizé estadistica descriptiva para los datos gencrales de la poblacion en estudio.
Para las variables cuantitativas se utilizd Ia media como la medida de tendencia
central y desviacion estandar como medida de dispersion y rangos.

Para las variables cualitativas se aplico el calculo de porcentajes y proporciones. Se
realiz6 la prucba de ji cuadrada, posteriormente las variables con un valor de p<0.100
serian introducidos a un analisis multivariado. Se utilizo el software Statgraphics (v.

X VI, Statpoint Tec).
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8. LOGISTICA:

8.1 Recursos Humanos
Grupo de trabajo. Todos los colaboradores de este proyecto son médicos, investigadores y
empleados adscritos al IMSS, o estudiantes inscritos en programas de posgrado de la
Universidad Popular Auténoma de Puebla y de la Benemérita Universidad Auténoma de
Puebla y que realizaron en su totalidad el trabajo en el Instituto Mexicano del Seguro Social.
La admision y determinacion de estado de los pacientes, asi como su enrolamiento en el
programa de tratamiento y la toma de muestras se realizo en ¢l Hospital de especialidades del
Centro Médico Nacional Manuel Avila Camacho en Puebla, Puebla, mientras que los
procesos de extraccion de acidos nucleicos y determinacién de polimorfismos se realizo en el

Laboratorio de Virologia.

Experiencia del grupo de investigacién. Participaron en el proyecto ¢l Dr. Daniel E.
Meléndez Mena, Gastroenterologo adscrito a la clinica de Hepatitis y Asesor Experto del
presente protocolo; el Dr. Victor Hugo Garcia Y Garcia, residente de Sub-Especialidad en
Gastroenterologia, quien obtendra el grado de especialidad con los datos obtenidos en este
trabajo; El Dr. Gerardo Santos Ldpez, Doctor en Ciencias con experiencia en virologia y
diversas tcnicas dc biologia molecular; la Dra. Francisca Sosa Jurado, Asesora
Metodologica del presente trabajo.

De manera especial nuestro grupo tiene experiencia en el procesamiento de muestras clinicas
de pacientes infectados por el VHC, extraccion de 4cidos nucleicos, asi como en la deteccion
y caracterizacion de secuencias genéticas mediante diversas metodologias, entre ellas por
PCR en tiempo real. Se cuenta con el espacio fisico suficiente para llevar a cabo los estudios

propuestos en el laboratorio de Virologia, donde se halla el equipo para el procesamiento y
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almacenamiento de muestras. Basicamente se cuenta con centrifugas, refrigeradores,
ultracongelador, campana de scguridad biolégica, incubadora de CO», asi como equipo para
la realizacion de los ensayos de PCR en tiempo real. Adicionalmente se solicitd apoyo para la
compra de rcactivos especializados para los ensayos moleculares, asi como material

desechable como tubos y puntas de plastico, micropipetas de diferentes volamenes.

8.2 Recursos Materiales

» Expedientes clinicos
« Material bibliografico recopilado
s Hojas de recoleccion de datos

+ Jeringas y tubos para muestras sanguincas.
» Los proporcionados por ¢l Laboratorio: centrifugas, refrigeradores, ultracongelador,
campana de¢ seguridad bioldgica, incubadora de CO;, asi como equipo para la

realizacion de los ensayos de PCR en tiempo real.

8.3 Recursos Financieros;

¢ Recursos del departamento de Gastroenterclogia del Hospital de Especialidades de
Puebla.

8.4 Consideraciones éticas

El presente protocolo de ajusta a los lincamientos de la Ley General de Salud de México
promulgada en 1986 y al cddigo de Helsinki de 1975 y modificado en 1989, respecto a la
confidencialidad de los participantes en el estudio, por lo que se solicito consentimiento

informado por escrito y firmado.



9. CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Recoleccién
de material
bibliogréfico

Agosto
2012 -
Febrero
2013,

Realizacion
de protocolo

Agosto
2012 -
Febrero
2013.

Desarrollo
dela
Investigacion

Marzo
2013-
Junio
2013,

Recoleccién
datosy
captura de la
informacién

Marzo
2013 -
Agosto
2013,

Analisis de
resultados

Julio 2013

Septiembre
2013.

Redaccién
del
documento

Septiembre
2013

Escritura de
la Tesis

Septiembre
2013 —
Octubre
2013.
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10. DIAGRAMA DE FLUJO.

BUSQUED@ DE BIBLIOGRAFIA

L

ESTRUCTURAR PROTOCOLO DE TESIS

SELECCION DE PACIENTES, FIRMA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
Y TOMA DE MUESTRA SANGUINEA PARA DETERMINACION DE
POLIMORFISMO IL28B.

REALIZAR EL ANALISIS ESTADISTICO

CONCLUSIONES

PUBLICAR RESULTADOS
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11. RESULTADOS.

Se realizd un estudio epidemioldgico, analitico, no experimental,

observacional,

longitudinal, prospectivo v por la obtencion de la informacion ambilectivo, unicéntrico y

homodémico, en una cohorte que incluyd 24 pacientes, 66% mujeres, con edad promedio de

52.5 afios, carga viral basal alta, la media por arriba del millon de Ul/ml, 41% de los

pacientes se consideraron en fase de cirrosis por criterios clinicos, mas del 60% demostraron

cierto grado de sobrepeso/obesidad (cuadro 1).

CUADRO 1. CARACTE

TICAS B LESD

CARACTERISTICA | GENERAL #24 (%) RVS #5 (%)
GENERO FEMENINO | 16 (66%) 4 (80%)
EDAD (ANOS) 1525449 556

CV BASAL Ul/mi 1,219,000 + 322,887 1,209,000
CV BASAL LOG 6.08£0.12 6.08
SUBTIPO VIRAL 1B | 12(50.0%) 3 (60%)
RVS 5 (20.8%) 5 (100%)
RVT 11(458) 2 (40%)
RVR 3 (12.5%) 3 (60%)
CIRROSIS 10 (41.6%) 1(20%)
IMC >25 15 (62.4%) 2 (40%)
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De acuerdo al tipo de respuesta virologica a tratamiento estandar (grafica 1), se clasifico a los
pacientes en aquellos que alcanzaron RVR (n=3), aquellos sin RVR, se realizé medicion de
carga viral a las 12 semanas de tratamiento, evidenciando que cerca del 50% no lograron
descenso de al menos 2 log de CV, por lo que se consideraron No respondedores
(respondedores nulos) y se suspendié el manejo médico. El 45% de la poblacion logro algin

tipo de respuesta viral temprana, sin embargo solo 2 pacientes en general, lograron la RVS.

RAFICA 1. FLUJOGRAMA DE ACUERDO A CINETICA VIRAL INDUCIDA.,

Lo anterior demuestra que ¢l 100% de pacientes que alcanzaron RVR a la postre encontraron
RVS, por ¢l contrario, sélo ¢l 9.5% de los pacientes que no alcanzaron respueta viral rapida

inducida por interferén, logrd la curacion virologica.



Por variables basales, reportamos que la mayoria de pacientes fueron del género femenino

(66.6%. n=16) (grafica 2).

GRAFICA 2. FRECUENCIA POR GENERO.

33.3%

La edad media fue de 52.5 afios + 4.9 afios (IC del 95% 47.5 — 57.4) (grafica 3). Cabe
sefialar, que sélo un paciente fue menor de 40 afios (23 afios), el cual presentd RVS, esto en

relacion a la edad como factor predictivo de respuesta, con punto de corte en los 40 afios.

GRAFICA 3. DISTRIBUCION POR EDAD.
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La CV basal en promedio fue 1,219,000 Ul/ml + 322,887 Ul/ml (IC del 95% 896,113 —
1,541,890) (grafica 4); expresado en Log, la CV basal promedio fue de 6.05Log + 0.12Log
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(IC del 95% 5.92 — 6.17) (gréfica 5). Por género, la CV basal en mujeres fue discretamente
menor en comparacion con el género masculino (1,192.310Ul/ml - 6.04Log- vs 1,273,880

Ul/ml -6.07Log) sin representar una diferencia estadistica significativa (P=0.81).
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Dentro de las comorbilidades mas significativas, se reporto la presencia de cirrosis (grafica 6)
clase funcional A en 10 pacientes (41.6%). El sobrepeso/obesidad se documenté en 15

pacientes (62.5%) al contar con indice de masa corporal mayor a 25kg/m2 (grafica 7).
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GRAFICA 6. FRECUENCIA DE CIRROSIS.

En la grafica 8, se observa la frecuencia de pacientes de acuerdo a su cinética viral: con RVR
en 12.5% (n=3), la RVT se presento en 45.8% (n=11) de la poblacion; mientras que la RVS

s¢ reporto en 20.8% (n=5),

37



GRAFICA 8. FRECUENCIAS DE RESPUESTAS VIRALES A TRATAMIENTO.

Disgrama ce Sectores de RVR

Diagramade Sectores o RVS

Disgrarma de Sectores da RVT

De forma inesperada. la determinacion del PNS del gen 11.28B fue del 100% (n=24) para la
variante alélica T/T, ninguno de los 24 pacientes es portador de la variante protectora C/C.
Debido a esto, no es posible determinar la probabilidad de RVS en comparacion de las otras

variantes alélicas.

Se realiz6 andlisis univariado (cuadro 2) a través de chi-cuadrada, tomando en cuenta la RVS
como variable dependiente, demostrando ninguna relacién estadistica significativa entre la

RVS y: RVT (P=0.76) ni RVR (P=0.06).
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CUADRO 2. REGRESION LOGISTICA - RVS

Pruebas de Razén de Verosimilitud

Factor Chi-Cuadrada Valor-P

RVT 0,0871509 0.7678
Factor Chi-Cuadrada Valor-P
RVR 3,51955 0,0606

Al realizar regresion logistica (cuadro 3) por medio de andlisis multivariado (RVR, RVT,
IMC, Género, Cirrosis) se reportd a la RVR como el dnico factor predictivo de RVS con

relacion estadisticamente significativa (P=0.005).

CUADRO 3. REGRESION LOGISTICA. - RVS
Factores: RVR, RVT, IMC, FEMENINO, CIRROSIS

Pruebas de Razon de Verosimilitud

Factor Chi-Cuadrada  Valor-P
RVR 7,64838 0,0057
RVT 0,0000456555 10,9946
MC 0,0428843 0,8359
FEMENINO ]2,58423 0,1079
CIRROSIS 0271499 0,6023
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El estudio cumplié con todos los objetivos especificos planteados:

1. Se determind el PNS rs12979860 del gen 1L28B en todos los pacientes, el 100% de
ellos se reporté con la variante T/T.

2. Se cuantificaron las cargas virales a las semanas 0, 4, 48 y 72 semanas en todos los
pacientes que lo ameritaban.

3. Se determind la respuesta viral rapida en todos los pacientes, siendo positiva sélo en 3
de ellos (12.5%).

4. Se determind la respuesta viral sostenida en todos los pacientes. estando presente sdlo

en 5 pacientes (20.8%).



12. DISCUSION.

La infeccion cronica por VHC, tiene como tratamiento estandar la aplicacion de PegiFN alfa
v Ribavirina, sin embargo, este esquema solamente ofrece cerca del 50% de eficacia para
lograr la curacién (1,2,3.4). Es por ello, que existe una investigacion continua sobre factores
que puedan predecir la respuesta viral sostenida, incluso antes de iniciar el tratamiento
combinado. En el 2009, Ge et al. (7) demostré la asociacion de un PNS cerca del gen de la
IL28B con la RVS en pacientes con genotipo 1. Thompson ¢t al en 2010 (8), usando la
misma cohorte del estudio IDEAL, disefié un estudio basado en intencién a tratar, para
demostrar el uso clinico de estos hallazgos genéticos. Demostré que la asociacidén ¢s
proporcional al aumentar la cinética viral temprana, es decir, PNS favorables aumentan la
tasa de RVR y por otra parte, alcanzan tasas mayores al 80% de RVS en pacientes en quienes
no alcanzaron la RVR. Se demostré también que la frecuencia de alelos varia entre las
diferentes razas, siendo los caucasicos, la poblacién que mas se beneficia de estas diferencias,
al contar con mayor frecuencia el genotipo C/C IL28B. Todo lo anterior, se comprueba a
través de analisis multivariados, definiendo al factor genético como el predictor pre-
tratamiento mas poderoso (1,7,8,16,22). En México, sdlo existe una cohorte que asocid esta
variacion genética del hospedero (27). No existe, a la fecha, estudios sobre tasa de RVS y su
asociacion al PNS del gen [L.28B en poblaciones con factores de mal prondstico basales
(“perfil dificil”).

El objetivo de nuestro estudio fue analizar la asociacion que existe entre ¢l PNS rs12979860
y la RVS en una cohorte de pacientes mexicanos con caracteristicas de mal prondstico, como
son el genotipo viral 1 y la carga viral basal alta. El tamario de la muestra (24 pacientes) es
relativamente pequefio, justificado por los criterios de seleccion que generan un subgrupo

reducido de pacientes que recibieron terapia estandar.
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Existe en la literatura, la publicacion de un solo trabajo mexicano encabezado por Martinez-
Goémez LE et al (27), quien estudié un grupo de 83 pacientes, sin embargo constaba tanto de
genotipo 1 como del genotipo 2; por otra parte no se traté de pacientes con un perfil basal
dificil. Martinez-Gdémez concluyd que el PNS rs12979860 es el mejor predictor de RVS en
pacientes mexicanos y que la frecuencia de sus alelos es similar a la reportada de forma
global.

Nuestra cohorte consto de 24 pacientes, v se documenté que el 100% es portador del PNS
1L.28B T/T, por lo que no podemos confirmar hasta el momento los resultados mencionados
por otros autores en relacion al poder predictivo del polimorfismo CC 1L28B. Es probable,
que ¢l tamafio de la muestra influya en la frecuencia de los alelos, por lo que consideramos
que aumentar el tamafio de la misma, probablemente favorezca a la aparicién de otros alelos.
Este hallazgo, sin embargo, es inesperado considerando que diferentes autores han
confirmado la relacion “contra-intuitiva” entre el polimorfismo favorable v cargas virales
basales altas (7,8), por lo que esperdbamos encontrar al genotipo CC de forma predominante.
Esta relacidon entre la RVS y la carga viral basal, ha sido justificada por la probabilidad de un
sesgo de seleccion en los estudios de asociacion de genoma amplio pivote (7,12,13),
entendiendo que, pacientes con genotipo favorable y cargas virales basales bajas tendrian
mayor probabilidad de lograr aclaramiento natural, por ende, los pacientes genotipo CC
incluidos en estos estudios, deberian contar con cargas virales altas que condicionen la
cronicidad dc la enfermedad (28). Este fendomeno tampoco fue reproducido en nuestro
estudio, incluso consideramos que la media de la carga viral basal en nuestra poblacion es
una de las mas altas reportadas a nivel mundial. Si a la caracteristica anterior, agregamos que
el 100% de nuestros pacientes son genotipo T/T, s¢ espera que la respuesta a tratamiento
estandar se encuentre por debajo de la media publicada en diferentes grupos tanto mexicanos

como higpanos (7,8.27). Sin embargo, nuestra tasa de RVS (20.8%) es similar a la reportada
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por Ge et al en la cohorte del estudio IDEAL (7), por Thompson et al en la misma cohorte
con un disefio de ITT en poblacion hispana (8) y por Martinez-Gémez en pacientes
mexicanos (9).

Mencion especial amerita la RVR como factor predictivo de RVS, puesto que el 100% de
. pacientes que lograron la negativizacion de RNA a la semana 4, alcanzaron la curacion
viroldgica tras 48 semanas de tratamiento estandar con PEG-IFN y RBV, independientemente
de su genotipo IL28B y de su carga viral basal. Por lo que se confirma la aseveracion
realizada por Ge et al (7), en relacion a que la RVR es uno de los factores predictivos de RVS
mas potente; su desventaja es el hecho de ser un predictor durante-tratamiento, por lo que el
beneficio de no someter al paciente a los efectos deletéreos del tratamiento estindar, no es
posible.

Nuestros resultados corroboran las sugerencias realizadas en los estudios considerados pivote
sobre 1a IL28B (7.8,12,13), donde se recomienda el uso del PNS del gen IL28B para mejorar
la toma de decisiones médicas, en una realidad de terapia individualizada. Los pacientes con
genotipo favorable tienen altas probabilidades de alcanzar RVS, por lo que son los candidatos
ideales para recibir tratamiento estandar. En contraste con los pacientes con genotipo no-C/C,
especialmente con otros factores de pobre prondstico, como lo son los pacientes en nuestra
cohorte; en quiencs la urgencia de iniciar tratamiento estandar deberia ser cuestionada ante la
posibilidad de nuevas terapias con agentes antivirales de accion directa en un futaro cercano.
El mecanismo funcional a través del cual, el genotipo de IL28B favorece el aclaramiento
natural e inducido del VHC se desconoce. El producto final de dicho gen, el IFN lambda 3, es
miembro de una reciente familiar de interferones, a los cuales se les ha demostrado actividad
in vivo e in vitro contra el virus C de la hepatitis. Por ello, se considera que alteraciones en la

citocina final, o de sus ISGs, condicionen efectos deletéreos en su funcion antiviral,
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En base a lo anterior, se desprende nuestra sugerencia. Consideramos que en paises como el
nuestro, en donde la terapia triple a nivel de Salud Piblica s una promesa poco alcanzable, y
que nuestro tratamiento estandar seguird siendo a base de PEG-IFN/RBYV, la determinacién
del polimorfismo del gen IL28B podra determinar wuna terapia personalizada.
Especificamente, los pacientes con genotipo TT y perfil basal “dificil”, tienen una
probabilidad de alcanzar RVS del 20%; probabilidad que disminuye hasta menos del 10% en
pacientes que no alcanzaron RVR, por lo gue concordamos con la idea de posponer terapia
hasta la posibilidad de usar antivirales de accion directa. Por otra parte, este mismo grupo de
pacientes, pero que Sl alcanzan RVR, ticnen una probabilidad casi absoluta de lograr
curacion virologica.

Es por ello que nuestro grupo propone dar terapia dual a este grupo especifico de pacientes,
con punto critico en la semana 4 de tratamiento, pues al presentar carga viral positiva en
dicha determinacion, se debera suspender la terapia hasta nuevas opciones; si por el contrario,
se presentara RVR, se debera continuar terapia por 48 semanas pues la posibilidad de
alcanzar RVS es casi un hecho. Es probable que el poder predictivo de la RVR aumente

conforme mayor sea la carga viral basal.



13. CONCLUSIONES.

13.1

13.2

Los pacientes mexicanos con infeccion cronica por VHC, genotipo 1 v con cargas
virales basales altas, presentan la variante T/T del PNS rs12979860 del gen 11.28B al
100%; seguramente, este porcentaje se modificard al aumentar el tamaiio de la
muestra.

Los pacientes infectados por VHC genotipo 1 y con cargas virales basales altas tienen
poca probabilidad de alcanzar la RVR; sin embargo, aquellos que la obtengan, tendran

la certeza de alcanzar la curacion virologica al 100%.
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15. ANEXOS.

151 HOJA DE RECOLECCION DE DATOS:

Instituto Mexicano del Seguro Social.

Servicio de Gastroenterologia

Clinica de Hepatitis.
NOMEBRE: GENERO Y EDAD:
FECHA: AFIL;
DX: GENOTIPO VIRAL:
CARGA VIRAL BASAL RVR:
RVS GENOTIPO IL28B:
COMORBILIDADES: IMC:
CARGAS VIRALES:
BASAL SEMANA 4 SEMANA 48 SEMANA 72
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16. CARTA DE CONSENTIMIENTO.

S

\5)

IMSS

INSTITUTO MEXICANOQ DEL SEGURO SOCIAL
UNIDAD DE EDUCACION, INVESTIGACION
Y POLITICAS DE SALUD

R e COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALUD

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN PROTOCOLOS DE INVESTIGACION

Nombre del estudio:

Patrocinador externo (si aplica):

Lugar y fecha: Centro Médico Nacional “Manuel Avila Camacho”; Puebla, Puebla, Marzo
2012

Numero de registro:

Jusificacion y objetivo del estudio: Analizar el polimorfismo genético del gen IL28B como factor

predictivo de respuesta virologica sostenida en pacientes
mexicanos con infeccion cronica por VHC con factores
predictivos de mal prondstico.

Procedimientos: PUNCION DE SANGRE VENOSA PARA GENOTIPIFICACION DE 11288

Posibles riesgos y molestias: DOLOR RELACIONADO A PUNCION.

Posibles beneficios que recibira al participar RECONOCHENTO DE FACTORES PREDICTIVOS DE RESPUESTA A TRATAMIENTO
en el estudio: MEDICO.

Informacion sobre resultados y altemativas NA.

de tratamiento:

Participacion o retiro:

Privacidad y confidencialidad:

En caso de coleccion de material biolégico (si aplica):

No autoriza que se tome la muestra.
Si autorizo que se tome la muestra solo para este estudio.

Si autorizo que se tome la muestra para este estudio y estudios futuros.
(si aplica):

to médico en d

Beneficios al término del estudio: Individualizacién de terapia médica.
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En caso de dudas o aclaraciones relacionadas con el estudio podr3 dirgirse a:

investigador Responsable: VICTOR HUGO GARCIA Y GARCIA

Colaboradores:

DR DANIEL ERASMO MELENDEZ MENA

En caso de dudas o aclaraciones sobre sus d hos como p podré dirigirse a; Comision de Etica de investigacion de ta CNIC
del IMSS: Avenida Cuauhtémoc 330 4° piso Blogue “B” de la Umdad de Congresos Colonia Dodtoras. México, D.F., CP 06720. Teléfono
{55) 56 27 69 00 extension 21230, Correo eiecironico: comision.eticagdimss.gob.mx

MNombre y firma del sujeto Nombre y firna de quien obtiene el consentimiento
Testigo 1 Testigo 2
Nombre, direccion, refacion y firna Nombre, direccian, relacion y firma

Este formato constituye una guia que deberd completarse de acuerdo con las caracteristicas propias de cada protocolo de investigacion,
sin omitir informacion relevante def estudio

Clave: 2810-008-013
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