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visto; parecidles espaciosisimo y largo, harto mds que las lagunas de Ruidera,

que en la Mancha habian visto [...]”






Prélogo

Estimado lector:

Me consta que, pese a las apariencias de este volumen, el autor no
desea seguir enganandole ni una linea: €l mismo reconoce que es mas
bien tontillo... Ya me lo explicé una vez. Es algo como el color de su pelo,
de sus ojos o de su piel; es. No lo puede evitar. Peor atn, el pelo se puede
tenir, para los ojos existen lentillas, y varios personajes famosos han
demostrado que el color de la piel no es algo definitivo. En cambio, y como
se dice por su tierra (Raticulin): “por sus actos les conoceréis”. Asi, el que
es tontin, es tontin, y ninguno de los perfumes, ropas o ungientos con
que se tape las verglienzas pueden evitar que el mundo se dé cuenta. Los
actos son los actos. Y es que la tonteria es imposible de disimular por
mucho tiempo, asi que en su favor, no eludo el tema y lo saco nada mas
abrir la tesis (pero hablamos de tonteria de la buena, que siempre gusta).
Si el lector se pregunta qué tal se vive alli, de ese lado de la frontera de la
tontuna, el autor le dira que después de todo, no se esta tan mal... de
hecho, se ve que la ultima vez que se le ocurri6 cruzarla en sentido
contrario, no sali6 muy bien parado. “Virgencita, virgencita, que me

quede como estoy”.

Como el autor es mas bien tontuso, que lo sé yo, le gustan las cosas
bien explicaditas y mascadas. “Para tontos”, que llaman. Por dicho motivo
(que no razon), en esta tesis ha intentado exponer las ideas de la manera
mas didactica y facil posible. Si no lo logro, me dice que vayan por delante
sus disculpas. Siempre tendra la excusa de decir: “lo siento, es que soy

mas bien tontin”.

El Tio Camunas
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Abreviaturas

Lista de Abreviaturas

A Adenosina
aa Aminodcido
ADN Acido desoxirribonucleico
ADNc ADN complementario
ADVP Abuso de drogas por via parenteral
ALT Alanino-aminotransferasa
Proteina de marco de lectura alternativo (del Inglés: Alternative
ARFP Reading frame protein)
ARN Acido ribonucleico
ARNb ARN bicatenario
ANRmM ARN mensajero
AST Aspartato-Aminotransferasa
BorderDV Virus de la “enfermedad limite” (del Inglés: Border disease virus)
BPgV Pegivirus del murciélago (del Inglés: Bat Pegivirus)
BVDV Virus de la diarrea bovina (del Inglés Bovine diarrhea disease virus)
C Citosina
CDh81 Cluster de diferenciacion 81 (del inglés: Cluster of differentiation 81)
CHC Carcinoma hepatocelular
cMv Citomegalovirus
CLDN1 Claudina-1
Fosfolipasa A2 citosdlica regulada por MAPK (del inglés: MAPK
cPLA2 (Mitogen-activated protein kinase)-regulated
protein cytosolic phospholipase A2)
CypA Ciclofilina A
DENV Virus del Dengue (del Inglés: Dengue virus)
Diacilglicerol O-acetiltransferasa (del inglés: Diacylglycerol

DGAT1
O-acetyltransferase 1)
E Proteinas estructurales del VHC
EEUU Estados Unidos (de América)
EPHA2 Receptor 2 de efrina tipo A (del Inglés: Ephrin type A receptor 2)
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Abreviaturas

G Guanina
GAG Glucosaminoglucanos
Carga Global de la Enfermedad (del Inglés: Global burden of the

GBD disease)
Virus G.B. (del Inglés: G.B. virus; N.b.: G.B. son las iniciales de un

eBY cirujano estadounidense; J Exp Med 125, 673—-688).
GE Granulos de estrés
GL Gotas lipidicas
GPVH Gradiente de presion venosa hepatica
HCF Hepatitis colestasica fibrosante
HDL Lipoproteina de alta densidad (del inglés: High-density lipoprotein)
HGV Virus de la hepatitis G (del Inglés: Hepatitis G virus)
Virus de la peste porcina clasica (del Inglés: Hog cholera virus : “Virus

HogCV del célera porcino”, nombre antiguo con el que se designaba la peste
porcina clasica, actualmente: classic swine fever)

HPgV Pegivirus humano (del Inglés: Human Pegivirus)
HVR-1 Regidn hipervariable-1 (del Inglés: Hypervariable region-1)
IFN Interferdn (proteina)
IFN-a Interferén-alfa (proteina)
IFN-A Interferén-lambda (proteina)
IFN-A3 Interferén-lambda 3 (proteina)
IFN-A4 Interferén-lambda 4 (proteina)
IFNL3 Interferén-A3 (gen)
IFNL4 Interferén-A4 (gen)
IFN-AR1 Cadena 1 del receptor de IFN-A
IgM Inmunoglobulina M
IL-10 Interleuquina-10
IL-10RB Cadena 2 del receptor de IL-10
IL-22 Interleuquina-22
IL-28A Interleuquina-28A
IL-28B Interleuquina-28B
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Abreviaturas

IL-29 Interleuquina-29
INE Instituto Nacional de Estadistica
IP Inhibidor de la proteasa
IP-10 Proteina inducible por IFN-y 10 (del Inglés: IFN-y-inducible protein-10)
Sitio de entrada interna al ribosoma (del Inglés: Internal ribosome entry
IRES Site)
Factor regulador de interferdn-3 (del inglés: Interferon regulating
IRE3 factor-3)
Factor regulador de interferdn-9 (del inglés: Interferon regulating
RS factor-9)
Factor de gen estimulado por interferdn-3 (del inglés: Inteferon-
1GR3 stimulated gene factor 3)
JEV Virus de la encefalitis japonesa (del Inglés: Japanese encephalitis virus)
Hepatitis fulminante japonesa 1 (del inglés: Japanese fulminant
ol hepatitis 1)
Kb Kilobase/s
LDL Lipoproteina de baja densidad (del inglés: Low-density lipoprotein)
LDLR Receptor de LDL (del inglés: LDL receptor)
Proteina mitocondrial de sefalizacion antiviral (del inglés: Mitocondrial
MAVS
antiviral signaling protein)
Complejo principal de histocompatibilidad (del Inglés: Major
MHC hystocompatibility complex)
Hombres que tienen sexo con hombres (del Inglés: Men who have sex
MSM
with men)
NE Proteinas no estructurales del VHC
NF-kB Factor nuclear-kB (del inglés: Nuclear factor-«B)
NK Células “asesinas naturales” o natural killer
Receptor de colesterol tipo Niemann-Pick C1 1 (del inglés: Niemann—
NPC1L1
Pick C1-like 1)
miARN MicroARN
OCLDN Ocludina
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Abreviaturas

oMS Organizacidon Mundial para la Salud
ORF Marco de lectura abierto (del Inglés: Open reading frame)
pb Pares de bases
Células monociticas de sangre periférica (del Inglés: Peripheral blood
PBMC

monocyte cells)
PEG-IFN PEG-Interferén o Interferdn pegilado
PKR Quinasa de proteina R (del inglés: Protein kinase R)
PLV Particulas lipovirales
RBV Ribavirina
Polimerasa de ARN dependiente de ARN (del inglés: RNA-dependent
RdRe RNA polymerase)
RE Reticulo endopldasmico
Gen del acido retinoico inducible-I (del Inglés: retinoic acid—inducible
RIG-I sene)
RVS Respuesta viroldgica sostenida
SOF Sofosbuvir
SPgV Pegivirus simiesco (del Inglés: Simian Pegivirus)
Receptor scavenger de clase B-I (del inglés: Scavenger receptor class B
SRE1 member 1)
Transductores de sefial y activadores de la transcripcién (del inglés:

STAT-1
Signal transducers and activators of transcription)
Polimorfismo/s de un solo nucleédtido (del inglés: Single-nucleotide
>NP polymorphism)
T Tirosina
TARGA Terapia antirretroviral de gran actividad
Virus de la encefalitis centroeuropea o transmitida por garrapatas (del
TBEV Inglés: Tick-borne encephalitis virus)
TH Trasplante hepatico
TLR Receptor/es toll-like o tipo toll (del Inglés: Toll-like receptor/s)
TLR-3 Receptor toll-like-3 o tipo toll-3 (del Inglés: Toll-like receptor-3)
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Abreviaturas

Adaptador contenedor de dominio TIR inductor de interferén-p (del

TRIF inglés: TIR-domain-containing adaptor-inducing interferon-8)
TRF1 Receptor de transferrina 1
UTR Regidn no traducida (del Inglés: Untranslated region)
VEBO Virus del ébola
VHB Virus de la hepatitis B
VHC Virus de la hepatitis C
VHCcc VHC derivado de cultivo celular
VHCpp Pseudoparticulas de VHC
VHE Virus de la hepatitis E
VIH Virus de la inmunodeficiencia humana adquirida
Lipoproteina de muy baja densidad (del inglés: Very-low-density

Vbt lipoprotein)
WNV Virus del Nilo Occidental (del Inglés: West Nile virus)
YFV Virus de la fiebre amarilla (del Inglés: Yellow fever virus)
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1. Introduccion

1.1. Epidemiologia del virus de la hepatitis C: magnitud del problema.

N Lainfeccién por VHC constituye una pandemia de 180 millones de
infectados en el mundo con 350.000 muertes/afio.

N El VHC es la principal causa de cirrosis y sus complicaciones.

N Las dos vias de contagio elementales son la sanguinea, y en menor
medida, la sexual.

N  Se prevé un pico de frecuencia de las complicaciones vy
consecuencias de la cirrosis para 2030 si no se logra modificar la
historia natural de la infeccidn.

Antes de entrar en profundidad en otros aspectos, conviene exponer el problema

al gue nos enfrentamos, que justifica sobradamente el objeto de esta tesis.

El virus de la hepatitis C (VHC) es claramente un problema de orden mundial.
Diversos trabajos independientes y estudios provenientes de la Organizacién Mundial
para la Salud (OMS) estiman en mds de 180 millones las personas infectadas en todo el
mundo, esto es, un 2,5-3% de la poblacién de la Tierra [* 2, La auténtica prevalencia
podria ser incluso mayor, debido a un posible sesgo de seleccién en algunos grupos de
pacientes. Contrasta no obstante que también se le haya denominado la “pandemia
silenciosa”, debido a su caracter crénico y subclinico, pasando frecuentemente
desapercibida hasta que el paciente sufre cirrosis hepatica. No en vano, el VHC es la
principal causa de cirrosis hepdtica, carcinoma hepatocelular (CHC) y trasplante
hepético (TH) en Europa, las dos Américas, Japdn y Australia 3. Aunque la incidencia de
infeccion por VHC parece estarse reduciendo en los paises desarrollados gracias a la
prevencion, se calcula que la morbimortalidad asociada a la infeccién crénica seguira
aumentando hasta el afio 2030 aproximadamente, dado que ird creciendo el nimero de
pacientes con enfermedad progresivamente mas avanzada [* 5. Basdndose en esta
ultima sentencia, muchas de las proyecciones de los modelos epidemioldgicos actuales

tienen como limite el afno 2030.

Desde el punto de vista de mortalidad, mas de 180 millones de personas
infectadas implican mas de 350.000 muertes al afio en el mundo 2. De hecho, la
mortalidad asociada al VHC ha aumentado en mas del 50% durante las dos ultimas

décadas, y es importante resefiar que la infeccién por VHC aumenta sustancialmente la
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1. Introduccion

mortalidad también cuando se consideran todas las causas de muerte agregadas, y no

exclusivamente las causas en relacién directa con el higado & 71,

La via de contagio del VHC es fundamentalmente sanguinea, aunque también
puede ser sexual. De estas dos vias fundamentales se deducen todos los factores de
riesgo posibles para el contagio. El factor cldsico ha venido siendo la transfusiéon de
hemoderivados, sobre todo antes del descubrimiento del VHC en 1989, aunque este
problema es practicamente inexistente hoy en dia en los paises desarrollados gracias a
las labores de prevencién. En cualquier caso, no se puede despreciar en la actualidad el
contagio nosocomial por otros procedimientos, incluso en dichos paises desarrollados.
De hecho, las unidades de hemodidlisis siguen siendo una fuente de contagio
significativa 810, |gualmente, uno de los factores de riesgo mas importantes a nivel
mundial es el abuso de drogas por via parenteral (ADVP), que lejos de estar superado,
es incluso un problema emergente en numerosos paises 1%, En la misma linea, el abuso
cronico de cocaina por via intranasal esta demostrado como factor de riesgo. Son
también tipicos factores la realizacién de tatuajes o colocacidn de piercings sin la debida
profilaxis. En principio, la via sexual (al igual que la transmisién vertical) no es muy
eficiente para la transmision del VHC, sin embargo, la promiscuidad aumenta el riesgo
de manera notoria. En este sentido, son de destacar las relaciones sexuales
homosexuales masculinas (MSM) sin proteccion, que en ocasiones pueden dar lugar a
auténticos brotes agudos epidémicos a nivel local, siendo una fuente importante de
incidencia en los paises desarrollados. Las practicas sexuales que se suelen dar en MSM,
mas traumdticas para las mucosas, tienen un papel afiadido (112, Finalmente, se han
descrito otros factores de riesgo para contraer la infeccidon, como el indice de pobreza,

que no son sino elementos relacionados con una o las dos vias de contagio 3!,

No se puede olvidar que la infeccidén por VHC puede conllevar la coinfeccién por
el virus de la inmunodeficiencia humana adquirida (VIH), especialmente en casos de
ADVP y MSM, dado que ambos virus comparten vias de transmision. En este aspecto,
algun estudio ha situado la prevalencia de infeccién por VHC en torno al 55-60% de los
pacientes con infeccidn por VIH, siendo hoy en dia la causa principal de mortalidad en
dicha poblacién en tratamiento con terapia antirretroviral de gran actividad (TARGA) [+

16] .
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Como se ha demostrado mds arriba, la infeccion por VHC constituye una
auténtica lacra social y econdmica a nivel mundial, con las connotaciones psicolégicas
gue supone para los pacientes el hecho de conocer que estdn infectados,

independientemente del estado de la enfermedad en su caso.

En nuestro pais, no hay hasta la fecha estudios nacionales amplios que permitan
conocer con exactitud la prevalencia de la infeccion por VHC y sus consecuencias.
Resulta llamativo al autor que la infeccidén por VHC se haya incluido como enfermedad
de declaracién obligatoria a partir de 2013 [*7], La evidencia disponible comprende una
serie de estudios internacionales y nacionales independientes, que junto con la
informacién obtenida por el Instituto Nacional de Estadistica (INE) y la reciente
publicacién del Libro Blanco de la Hepatologia en Espafa, permiten hacernos una idea
aproximada de la realidad (7], El estudio poblacional mas reciente data de 2002 y se
llevd a cabo en Cataluiia, con una prevalencia del 2,6% para adultos de 25 afios 0 mas
(18] ' Sj nos referimos a todo el territorio nacional, probablemente existan variaciones
locorregionales, con menores frecuencias en las areas mas rurales, y mayores en las mas
urbanizadas, sin olvidar la influencia de la inmigracién %!, Asi y todo, se estima que la
prevalencia global en Espaiia es del 2,5% aproximadamente, lo cual nos sitda en el grupo
de paises con alta prevalencia de VHC [17: 201, En general, todos los estudios publicados
hasta la fecha encuentran la mayor frecuencia de seropositividad en el grupo de
pacientes mayores de 50 afios, con un predominio de varones ( ). Esta
distribucién seria concordante con la hipétesis de la transmisién nosocomial, que parece
haber sido, junto con el ADVP, la principal via de contagio en el tGltimo siglo. No obstante,

podria haber factores inmunolégicos que ayudasen a explicar esa diferencia entre sexos

[21],
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Figura 1. Distribucion de la prevalencia de la infeccion por VHC por sexos en Espafia (Fuente: modificado de

Bruggmann et al., 2014).

Las proyecciones epidemiolégicas en cuanto a la carga de la enfermedad
producida por el VHC en Espafia son similares a las de otros paises de nuestro entorno.
Se prevé un pico de frecuencia de las complicaciones y consecuencias de la cirrosis para

2030 (Figura 2 y Figura 3).
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1.2. Taxonomia y estructura del VHC.

N El VHC es un Flaviviridae del género Hepacivirus.

N El genoma del VHC codifica para una poliproteina que se divide en
10 proteinas estructurales y no estructurales.

N  Cada una de estas proteinas tiene funciones, generalmente
multiples, que intervienen en el ciclo del VHC.

Una vez conocidas las graves consecuencias del VHC, nos ocuparemos de su
caracterizacion como virus, y en el apartado siguiente acabaremos de dar unas

pinceladas a su epidemiologia desde un punto de vista evolutivo.

Hasta 1989, la hepatitis C era conocida como “No A, No B”, una hepatitis
huérfana que ya se sabia que podia transmitirse por transfusion o por ADVP, y que era
capaz de cronificar, llevando a la cirrosis y sus complicaciones, incluso en chimpancés 2%
231 En 1989, Choo et al. lograron identificar el VHC como agente causal en un articulo ya
famoso, al utilizar una biblioteca de ADN complementario (ADNc) construida sobre el
bacteriéfago Agtll, a partir del plasma de un chimpancé infectado. Dicha biblioteca se
usé para cribar muestras de suero de pacientes infectados e identificar qué acido
nucleico hibridaba con dicho ADNc, descubriéndose una molécula de ARN que se

relaciond con los géneros Togaviridae o Flaviviridae 8,

En la actualidad, el VHC estd mucho mejor estudiado, y se sabe con seguridad
gue pertenece a la familia Flaviviridae, la cual se compone de 4 géneros: Flavivirus,
Pestivirus, Pegivirus y Hepacivirus. El género Flavivirus incluye el virus de la fiebre
amarilla (YFV), el del dengue (DENV), el virus del Nilo Occidental (WNV), el virus de la
encefalitis japonesa (JEV) y el de la encefalitis centroeuropea o transmitida por
garrapatas (TBEV). El género Pestivirus por su parte, incluye el de la diarrea viral bovina
(BVDV), el de la peste porcina clasica (HogCV) y el border disease virus (BorderDV). El
género Pegivirus comprende la mayor parte de los virus conocidos comiunmente como
GBV, es decir, GBV-A/SPgV (Pegivirus simiescos), GBV-C/HGV/HPgV (Pegivirus humano
o de la hepatitis G) y GBV-D/BPgV (Pegivirus del murciélago). El VHC se incluiria en el

género Hepacivirus, que también cuenta con el virus GB B (GBV-B), y otros virus animales
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que se detallan a continuacidon (Figura 4) 4. Se completard mas adelante la

caracterizacion evolutiva del VHC.

at1 « | ot1
| g2 at3
. = | &5 GBV-C (HPgV) =l ats GBV-C (HPgV)
Helicasa Loas RdRp ol &
, J 2 GBV-C (SPgV,,,) C ‘:f:z GBV-C (SPgV.,,)
’4 myx GBV-A (SPgV) =] =L |t GBV-A (SPgV)
° ™ GBV-D (BPgV) — =l L "% GBV-D (BPgV)
‘ ® s GBV-B(GBV) LT & s GBV-B(GBV)
g — | ats — ats
- | g1 Hev A | %3 Hev
o t) &
a\%vm “r Nggc\l
w1~ BVDV(@) s e “[L Borgerov
" Hoocv Pestivirus :xwi Pestivirus
:;Flavl [ vB“aN(:Iavl
| —d Flavivirus <1 %% Flavivirus
O e bl e
UPGMA 2006bom:s,,ap',ep.,;a(es R UPGMA, 2000 bootstrap replicates

Figura 4. Arboles filogenéticos de los miembros de la familia Flaviviridae construidos a partir del alineamiento de
secuencias de la helicasa y polimerasa de ARN (Fuente: modificado de Stapleton et al., 2011). La escala de distancias
se mide en sustituciones de aminodcidos por posicion. “RdRp”: Polimerasa de ARN; “cpz”: chimpanzee; “tri”: Aotus
trivirgatus; “A”: Aotus spp.; “myx”: Saguinus mystax; “lab”: Saguinus labiatus; “gt”: genotipo; “Bat flavi”: Flavivirus
del murciélago, tipo GB; “DV2”: Virus del dengue de serotipo 2.

Los miembros de la familia Flaviviridae tienen una estructura similar entre si:
desde fuera hacia dentro, poseen en primer lugar, una bicapa lipidica externa que
literalmente han “robado” de la célula que les hospedd. Esta bicapa externa presenta
una o varias proteinas ancladas, y envuelve a la nucleocapside. La nucleocapside es de
naturaleza proteica sencilla, y a la vez guarda en su interior un genoma compuesto por
una cadena positiva de ARN, es decir, por una hebra de ARN que se lee en sentido 5’23’

(Figura 5a).

Como en todo ser capaz de replicarse, las claves mas importantes se encuentran
en el genoma (Figura 5b). El VHC presenta, de manera muy similar a los demas
Flaviviridae, una cadena de ARN de 9,6 x 10° nucledtidos (9,6 Kilobases -Kb-), con un
Unico marco de lectura abierto (ORF). Esto quiere decir que la secuencia se puede
traducir de un Unico modo posible, aunque existe una pequefia excepcién con la
denominada proteina de fusioén, explicada mas abajo. El genoma codifica para proteinas
estructurales en la region N-terminal del ORF y para proteinas no estructurales en el
resto del ORF. Las proteinas estructurales (E) ayudaran a formar la nucleocdpside y
envuelta externa, y las no estructurales (NE) tienen funcién enzimatica, de cofactor o de
poro/canal idnico. Custodiando ambos extremos del ORF se sitlan las regiones no

traducidas (UTR) en 5’ y 3’ 2°], E| papel de estas dos UTR no sélo es estructural, sino muy
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activo en la regulacion de la traduccidn y replicacion gendmica, tal y como se describira

posteriormente.

IRES

5’UTR 3'UTR
E NE z%

ARN cs (+)

E1l / Nucleocépside (core)
Membrana lipidica

Figura 5. Estructura externa (A) y gendmica (B) del VHC (Fuente: modificado de Chevaliez et al., 2006). “ARN cs (+)”:
ARN (+) de cadena sencilla; “E”: Proteinas estructurales; “NE”: Proteinas no estructurales; “IRES”: Internal ribosome

entry site.

Las aproximadamente 9 Kb codificantes del genoma virico (excluyendo pues las
dos UTR, y con leves variaciones segun el genotipo) codifican para una poliproteina de
unos 3.000 aminodacidos (aa) que se traduce en el reticulo endoplasmico (RE) rugoso.
Una vez esta poliproteina se ha procesado por proteasas tanto viricas como de la célula

hospedadora, se concreta en las 10 proteinas E y NE (Figura 6) [25 261,

Figura 6. Poliproteina y precursores de p7 resultantes del genoma del VHC (Fuente: modificado de Madan et al., 2015).
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Los numeros se refieren a las posiciones de aminodcidos del aislado JFH-1 (Numero de adquisicion en GenBank
AB047639). “E”: Estructurales; “NE”: No Estructurales; “PPS”: Peptidasa de proteina sefial; “PS”: Peptidasa sefial

(proteasas de la célula hospedadora).

Las proteinas E son core, E1 y E2, y se separan de la poliproteina a través de la
peptidasa sefial y peptidasa de péptido sefial. La funcién primordial de core es formar
parte de la nucleocdpside, aunque se han descrito otras muchas funciones
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complementarias por su interaccion con otras proteinas y vias de sefializacidon
intracelular, que generalmente sirven para desviar la actividad del hospedador con el fin
de favorecer el ciclo virico. Por tanto, interviene en la formacidn y funcionamiento de la
denominada red membranosa intracelular (conocida como membranous web) e influye
en el ciclo celular del hepatocito. En estos procesos, no siempre el hospedador sale bien
parado a largo plazo. Se ha descrito actividad oncogénica para ciertos patrones de
nucledtidos en core del genotipo 1a ?7). De hecho, la relacién de core con dicha red
membranosa y las gotas lipidicas (GL) podria tener una influencia en el desarrollo de
estatosis, particularmente en pacientes infectados por el genotipo 3, un genotipo que

ademds predispone a una mayor incidencia de CHC [28 291,

Las proteinas E1 y E2, que son glucoproteinas, forman parte de la envuelta
externa, situdndose transmembrana en la bicapa lipidica, donde se unen
covalentemente como heterodimero a través de dominios especificos ( ). Aqui,
su funcidn es capital, pues sirven para mediar la entrada y fusion del virus con la célula
hospedadora. E2 contiene regiones hipervariables, con hasta un 80% de diferencia entre
genotipos e incluso entre subtipos del VHC. Es de notar la regién hipervariable-1 (HVR1),
de 27 aa, que es un importante epitopo de neutralizacidn virica. Aunque HRV1 sea una
region sometida a gran presion selectiva (de ahi su hipervariabilidad), también parece
muy importante para el propio virus, pues sus propiedades fisicoquimicas permanecen

razonablemente conservadas pese a su variedad aminoacidica.

Las proteinas NE son NS2, NS3, NS4A (también 4A, o incluso A), NS4B, NS5A y
NS5B. NS2, de corta vida media, se une a NS3 y constituye una metaloproteasa
dependiente de zinc, que paraddjicamente, cataliza el clivaje entre ella misma y NS3
(autoproteasa), y posteriormente se degrada por el proteasoma. Este fendmeno en
apariencia absurdo, parece ser importante para la formacién del complejo de
replicacion del VHC (formado por NS3, NS4A, NS4B, NS5A y NS5B). Hay otras funciones
para NS2, como las efectuadas tras la unién a p7, que se describiran mas abajo. NS3 es
una proteina especialmente multifuncional, con dos dominios principales: el tercio N-
terminal tiene actividad proteasa de serina, y los dos tercios C-terminales, de
helicasa/NTPasa. Para sus funciones de proteasa de serina, que son las principales, NS3
se une a su cofactor, la proteina NS4A, constituyendo NS3-4A. NS3-4A es absolutamente
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esencial en el ciclo del VHC, efectuando clivaje en 4 puntos de la poliproteina inicial de
3.000 aa. De este modo, libera las proteinas NS3, NS4A, NS4B, NS5A y NS5B (proteinas
del complejo de replicacion). Aun la actividad proteasa de NS3-4A no se restringe a dicha
funcidén: este dimero es capaz de interferir con la inmunidad innata del hepatocito al
dificultar la deteccidon del ARN bicatenario (ARNb) que el VHC forma temporalmente.
Esta interferencia se produce bloqueando la via de sefializacion del receptor toll-like-3
(TLR-3) y la accidén de la proteina-sensor intracelular de ARNb “gen del acido retinoico
inducible-1” (RIG-1), mediante el clivaje de los adaptadores MAVS y TRIF. En cuanto a la
funcién como helicasa/NTPasa de NS3, aunque su papel exacto se desconoce, podria ser
importante en la separacion entre las hebras de ARN emergentes de las hebras de
molde, para desenmaranar estructuras secundarias del mismo ARN, o para corregir
eventuales uniones en lugares errdneos de las proteinas al ARN 39, Por dltimo, NS3

podria también ser carcinogénica.

Pasando a NS4B, esta proteina es también de gran importancia, pues se
constituye en proteina estructural de membrana intracelular, y desde esta “palanca”,
contribuye decisivamente a alterar la configuracion membranosa del hepatocito, con la
ayuda de otras proteinas como NS5A. Asi, se acaba constituyendo la red membranosa
intracelular, que es un entramado de membranas derivadas del RE, probablemente
asociadas a las gotas lipidicas (también conocidas por el término en inglés como lipid
droplets), sirviendo como andamio y microambiente para la replicacidon y ensamblaje del
VHC 31, Esta red delimita numerosas vesiculas, mono-, bi- o multicapa, muchas de las
cuales se comunican entre si 321, De nuevo, NS4B podria tener funciones extra en el ciclo

del VHC al interaccionar con las funciones celulares del hepatocito.

Respecto de NS5A, probablemente no se puedan explicar sus funciones con
propiedad sin hablar de NS5B. NS5B es la polimerasa del VHC, encargada de replicar el
ARN virico. Se trata de una polimerasa de ARN dependiente de ARN (RdRp) en la forma
clasica de “mano derecha” con “dedos, palma y pulgar”, que se cierran en circulo en
torno al sitio catalitico para producir ARN de sentido (+) y (-). NS5A por su parte,
presenta dos dominios que le permiten actuar como bisagra de union de NS5B a la red
membranosa (ejerciendo asi NS5B su funcién de polimerasa RdRp), para lo cual también
se une a proteinas del hospedador como la ciclofilina A (CypA) entre otras. NS5A
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probablemente es parte activa en inducir la formacion de dicha red membranosa, tanto
per se como en interaccion con NS4B, a través de los mismos dos dominios descritos.
Esta funcion de anclaje y reclutamiento es decisiva para la replicacién virica, pero aun le
queda a NS5A un dominio mas con el que contribuye al ensamblaje de las particulas
viricas al unirse a otras proteinas como core. Parece que NS5A necesita multimerizar
para ejercer adecuadamente todas estas funciones. El estado de fosforilacion de NS5A
es el que regula su funcionamiento, y curiosamente, dicho estado estd mediado por

quinasas de la célula hospedadora 3% 33.34],

Queda la proteina p7, que tiene propiedades tanto estructurales como
funcionales 3. p7 se encuentra separando las proteinas E de las NE en la poliproteina,
y una vez digerida y madurada a través de productos intermedios ( ), su funcién
mas importante parece ser la de poro/canal idnico, habiéndose clasificado dentro de la
familia de las viroporinas (clase ll1A). Esta actividad como canal parece estar relacionada
con la produccién y liberacién de las particulas viricas, al equilibrar el pH a ambos lados
de las membranas en las que se integra. En cambio, p7 también resulta esencial para el
ensamblaje al interaccionar con NS2, de modo que p7/NS2 orquestarian el proceso fisico
de dicho paso. Esta segunda funcién seria completamente independiente de su actividad

como canal iénico/poro.

Para finalizar, describimos la proteina F (de frameshift), también denominada
proteina de marco de lectura alternativo (ARFP). Se trata de una forma alternativa de
core, mal conocida, originada por un marco de lectura corrido una posicion en sentido
5’->3’, o bien 2 posiciones en sentido 3’2>5’. Se desconoce su funcién, pero se sabe que
se expresa de manera natural, al menos en las infecciones por genotipos 1, 2, 3 y 4a 381,
No se conocen otros productos de marcos de lectura alternativos, por lo que en la
opinidn del autor, el concepto de marco de lectura Unico del VHC puede mantenerse

por ahora.

El funcionamiento integrado de todas estas proteinas se abordarda en

profundidad , en la seccion 1.6 (“Vision general del ciclo del VHC”).
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1.3. Evolucion genética del VHC a lo largo de la Historia: genotipos y subtipos.
Distribucion mundial de los mismos.
N ElI VHC podria llevar miles de afos infectando al hombre en formas
endémicas.

N Hay 7 genotipos del VHC, de los cuales el mas frecuente es el 1
(50%), tanto a nivel mundial como nacional.

Por ahora no se conoce gran cosa sobre el tiempo que el VHC lleva sobre nuestro
planeta, si bien se podrian hacer estimaciones indirectas y mas o menos groseras. Para
ello, se pueden investigar tantos factores del hospedador como viricos. Si tomamos el
punto de vista del hospedador, segun la filogenia de la inmunidad innata en seres
humanos, se puede observar que la mutacion que condujo a la pérdida del interferon-
A (IFN-A) no se encuentra en los primates vivos mas cercanos evolutivamente a
nuestra especie 371, Este dato es importante para estimar la edad del virus porque se
puede interpretar que la mutacion pudo seleccionarse, al menos en parte, por la presiéon
selectiva que ejerce el VHC o su posible antecesor. Esto nos da un maximo de 5-9
millones de afos, que es el tiempo en el que chimpancés y bonobos, los primates no
humanos mas cercanos al hombre, llevan evolucionando separadamente de nuestra
actual rama 38 3%, De hecho, un estudio reciente mostré que esta mutacién nacié hace

aproximadamente 56.000 afios, y en una sola ocasién 49,

Tomando el enfoque viroldgico, hay que empezar diciendo que el ancestro del
VHC no se conoce. Hasta hace pocos afios, no se habia encontrado practicamente
ningun virus emparentado con el VHC, por lo que su origen constituia un misterio, y a
semejanza del VIH-1, resultaba tentador pensar en los primates no humanos como
reservorio inicial Y. Sin embargo, ha resultado que el hepacivirus animal mas
cercanamente emparentado con el VHC infecta a caballos y estda muy extendido por el
mundo. De hecho, en estos anos se esta demostrando infeccidn por diversos hepacivirus
en caballos, ganado bovino, perros, pequefios roedores, e incluso murciélagos 248, No
parece haber motivos para negar su presencia en mas especies de mamiferos. El
tropismo tisular de estos virus podria ser variado; por ejemplo, en el caso de los perros,

el ARN virico se puede detectar en secreciones respiratorias. No se puede saber con
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seguridad cuando, pero el contagio de alguno de estos virus (o sus antecesores) a
humanos es una opcidn. Por su parte, las estimaciones basadas en modelos para tratar
de determinar la edad evolutiva del VHC no han arrojado mucha luz, aunque si sugieren

un tiempo minimo de evolucién de varios siglos 4%,

Asi pues, tenemos un tiempo maximo de 5-9 millones de afios, un tiempo minimo
de siglos, y un tiempo intermedio de miles de afos. Por lo tanto, si consideramos al
antecesor del VHC como una zoonosis que pudo dar el salto a humanos, al estilo de otros
virus como el virus de la hepatitis E (VHE) genotipo 3, el Influenzavirus de la gripe, el VIH,
o el virus del ébola (VEBO) [3 4150, 51 ‘narece I6gico pensar que en el caso del VHC o su
antecesor, este paso pudo darse en humanos que estuvieron en contacto con productos
infecciosos de algun animal, posiblemente ungulado. Basandose en estas
consideraciones, se puede resolver que el VHC lleva largo tiempo con nuestra especie,
quizds miles de afios en formas endémicas, lo cual explicaria sus pequefias diferencias

con los otros Flaviviridae, su gran diversidad genética, y la complejidad de su ciclo.

Actualmente hay un total de 7 genotipos del VHC identificados, que se numeran
por orden del 1 al 7, basdndose en el estudio filogenético del genoma completo del virus
( ) B2, La distribucién mundial de dichos genotipos depende de los diferentes
paises o regiones, si bien la mayor parte corresponde al genotipo 1 ( ) B3I, Dicha
distribucidén refleja de algun modo la globalizacion de los comportamientos humanos
contemporaneos que de hecho han convertido a la enfermedad en una pandemia: como
hemos dicho, el genotipo mas prevalente es el 1 (cerca del 50%), siendo los subtipos 1a
y 1b los mas frecuentes. Este hecho podria estar relacionado, especialmente en el
subtipo 1b, con la transfusion de hemoderivados que se generalizd a partir del Siglo XX,
y que constituyé sin duda una importante fuente de contagio antes del descubrimiento
del VHC 5%, Claramente, el genotipo 1 es el preponderante en Europa, América y el Este
de Asia. El subtipo 1b es mas frecuente en Europa y el 1a en Estados Unidos de América
(EEUU) y Canada. El siguiente genotipo mas frecuente es el 3 (30% del total), la mayor
parte del cual se concentra en el Sur de Asia. En cambio, existe una diseminacion del
subtipo 3a por todo el Globo, atribuible al ADVP 53, Le siguen en orden de prevalencia
los genotipos 2 y 4 (en torno al 8%), frecuentes en el Este de Asia y Norte de
Africa/Oriente Medio, respectivamente. Es de destacar la alta prevalencia de VHC en
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Egipto (casi exclusiva del genotipo 4), donde la seropositividad para anticuerpos anti-
VHC ronda el 13% [® %1, Este hecho se atribuye en su mayor parte a la inoculacién
accidental del virus durante una campafa sanitaria de vacunacidén masiva contra el
esquistosoma en los afios 1930-1950 con agujas no esterilizadas 71, El genotipo 6 (5%)
es por su parte, casi exclusivo del Sudeste Asiatico. El genotipo 5 (< 1%) parece el menos
frecuente, y se ha descrito sobre todo en las zonas mds al Sur y Este del Africa
Subsahariana, aunque su verdadera area endémica aun no esta claramente definida. En
cuanto al genotipo 7, sélo hay un caso descrito en Canada, aislado de un paciente de

origen centroafricano, que es el 7a 52 %81,

En el caso de Espafa, y acordemente con lo recién expuesto, el genotipo mas
frecuente es el 1 (66% aproximadamente), sobre todo 1b, aunque también hay un alto
porcentaje de pacientes infectados por genotipo 3 (20% aproximadamente), achacable
fundamentalmente al ADVP, aparte de la inmigracién. Se ha venido notificando un
aumento del genotipo 4 en los ultimos afios, probablemente por efecto de la

inmigracion, sin perder de vista de nuevo el ADVP como factor de riesgo 1959,
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Figura 7. Arbol filogenético que muestra la distancia genética entre los diferentes genotipos y subtipos del VHC

(Fuente: modificado de Smith et al., 2014).
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Figura 8. Distribucion de los genotipos del VHC y su prevalencia en las diferentes regiones GBD de la OMS (Fuente:

modificado de Messina et al., 2015). Nétese que el genotipo 7 no se incluye por ser casos aislados.
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1.4. Historia natural de la infeccion por VHC.

N La hepatitis C aguda suele pasar desapercibida, y cronifica
aproximadamente en el 20% de los casos.

N La hepatitis C crénica lleva a cirrosis en el 20% de los casos tras 20-
30 anos de evolucién.

La epidemiologia del VHC es mds facil de comprender cuando se examina la

patocronia de la enfermedad producida por su infeccion.

La infeccion por VHC produce viremia detectable en escasos dias, seguida
rapidamente de una hepatitis aguda que suele resultar pauci- o incluso asintomatica
( ). En los casos sintomaticos, las manifestaciones clinicas suelen ser las propias
e inespecificas de las hepatitis, y s6lo un 15% aproximadamente de los pacientes
presentara ictericia. La hepatitis fulminante es practicamente inexistente (%, Por estos
motivos, la hepatitis C aguda suele pasar desapercibida; se podria decir que la
complicacién principal de la hepatitis C aguda es precisamente su cronificacion. Los
escasos estudios de alta calidad que se han logrado efectuar con la hepatitis C aguda,
muestran una tasa de aclaramiento espontaneo de en torno al 20%, con mucha
variabilidad ™, Los anticuerpos anti-VHC, que no son protectores, se desarrollan 5-6
semanas tras la aparicion de viremia detectable. Tradicionalmente se han considerado
los 6 meses como frontera para clasificar la hepatitis como crénica, y aunque la mayor
parte de los aclaramientos espontdneos se han producido ya en dicho lapso, hay casos
gue necesitaron hasta 620 dias para la consecucion de un ARN indetectable sin
necesidad de tratamiento [®1, Los principales factores predictivos para aclaramiento
espontdneo son el sexo femenino, la hepatitis clinicamente manifiesta (especialmente

si es ictérica), y factores genéticos como el genotipo del polimorfismo del
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IFNL4/interleuquina-28B (IL-28B) o el complejo principal de histocompatibilidad (MHC)

de clase || [11.37,62][63]
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Tiempo desde la infeccidn (meses)

Figura 9. Grdfica esquemdtica del curso de la hepatitis C aguda (Fuente: adaptado de Boyer et al., 2012). “ALT”:

Alanino-aminotransferasa.

Una vez la infeccidn se ha convertido en cronica, como minimo, tras 6 meses de
persistencia, ésta se caracteriza por una hepatitis mas o menos indolente que lleva a la
cirrosis en un 10-20% de los pacientes tras 20-30 afios de inflamacidn continuada (

). De nuevo, las cifras son muy variables segun los estudios. Lo importante es que,
dado todo lo expuesto anteriormente, muchos de los pacientes no se diagnostican hasta
gue debutan con una enfermedad hepdtica avanzada, tipicamente, el primer episodio
de descompensacion de una cirrosis. Porque una vez se ha establecido dicha cirrosis,
hay un riesgo anual de CHC del 1-7% y un riesgo anual de descompensacidn del 3-6%. A
partir de estos acontecimientos cardinales, la enfermedad suele avanzar mucho mas
deprisa: una vez se ha desarrollado el primer episodio de descompensacién clinica, por
ejemplo, existe un riesgo de muerte del 15-20% durante el afio posterior 1% 131, Es de

nuevo pertinente recordar aqui el nombre de “pandemia silenciosa”.
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e

adaptado de Boyer et al., 2012). Las cifras son

aproximadas, dada la gran variabilidad de los estudios epidemioldgicos y microbioldgicos realizados hasta la fecha.

“CHC”: Carcinoma hepatocelular.
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1.5. Particularidades de la infeccion por VHC en el trasplante hepatico.

N Lareinfeccidon del injerto es universal si el TH se hizo con carga viral
detectable.

N La historia natural de la infeccion estd acelerada en el TH: la
incidencia de cirrosis es del 20-30% a 5 afos.

N La respuesta al tratamiento sin interferédn es buena, todo lo
contrario que los regimenes basados en interferdn.

La historia natural de la infeccién por VHC descrita en el apartado anterior no se
desarrolla de igual modo en el caso especial de los pacientes con TH. Dado que una parte
considerable de esta tesis tiene por objeto el entorno del TH, desarrollaremos

brevemente las caracteristicas especificas que presenta la infeccidén en esta poblacién.

La reinfeccidon por VHC del injerto es universal si el paciente tenia carga viral
detectable antes del TH, y se producird en un porcentaje variable si la carga viral era

negativa pero no se habia llegado a una respuesta virolégica sostenida (RVS) ©4.

La patocronia de la hepatitis C en este grupo de pacientes viene marcada por dos
hechos fundamentales: 1) Los pacientes receptores de un injerto hepatico son un caso
de quimera, esto es, son una mezcla genética de dos individuos, pues conjugan dos
genomas diferentes en la misma persona: el del receptor y el del injerto 58], 2) Como
consecuencia, estos pacientes necesitan tomar medicacién inmunosupresora para
evitar el rechazo del injerto. Estos dos factores parecen condicionar unas

particularidades inmunoldgicas/inflamatorias que marcan la evolucidn de la infeccidn.

La hepatitis aguda por recidiva del VHC tras el TH suele ser escasamente
sintomatica, al igual que en los pacientes inmunocompetentes (generalmente con
cargas virales muy altas), aunque en menos del 5% puede darse un tipo de recidiva muy
agresiva, llamada hepatitis colestasica fibrosante (HCF), y en un porcentaje algo mayor,
pueden darse otras formas agudas graves [¢% 791, Tras la infeccién del injerto, se produce
una progresion acelerada de la enfermedad, con infiltrado inflamatorio intenso y un
rapido depdsito de fibra colagena, de tal manera que el 20-30% de los enfermos
padecera cirrosis en 5 afios B, Este subgrupo de enfermos con rapida progresion hacia

cirrosis se ha venido a denominar “fibrosadores rapidos”, en contraposicién al subgrupo
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de “fibrosadores lentos”, cuyo curso seria mas proximo al de los inmunocompetentes
[71, 721 Factores de riesgo reconocidos para fibrosis rapida son: edad avanzada del
donante; sexo femenino del receptor; necesidad de bolos de corticoides; diabetes
mellitus precoz postrasplante; infecciéon por citomegalovirus (CMV), y complicaciones
biliares Bl. Todas estas particularidades asociadas a la recidiva postrasplante,
condicionan una disminucién global en la supervivencia de los pacientes 3, Como
puede verse, el impacto de la recidiva postrasplante por VHC es muy alto, llevando

frecuentemente al retrasplante si no se elimina el virus.

Paraddjicamente, el alto porcentaje de reinfeccion por VHC y la rdpida
progresion de la enfermedad, todo a partir de un punto temporal conocido, convierten
al TH en un entorno privilegiado para estudiar los fendmenos agudos de la infeccidn y

comprender mas en profundidad ciertos factores inmunogenéticos 64 74 751,

Hasta hace poco tiempo, aun en la etapa histdrica del tratamiento basado en
interferén (IFN), el panorama era ciertamente desfavorable. Los efectos adversos,
extremadamente frecuentes, eran por lo general mas graves y con peor tolerancia que
en los pacientes inmunocompetentes, llevando a la suspensién del tratamiento en un
tercio de los trasplantados. Asimismo, y en parte por lo anterior, el porcentaje global de
RVS era discreto, en torno al 30% 7678 Por estos motivos, ha venido siendo
especialmente atil el uso de factores predictivos de mala evolucién, como el gradiente
de presién venosa hepatica (GPVH) > 6 mm Hg o la presencia de fibrosis significativa (F
> 2), ambos al afio del trasplante "% 72, Los pacientes que cumpliesen dichos criterios
(“fibrosadores rapidos”) serian candidatos a tratamiento antiviral antes de llegar a una

cirrosis de rdpida instauracion.

Afortunadamente, las nuevas terapias sin interferon estan resultando
particularmente beneficiosas y razonablemente seguras. Se expondrd todo lo
concerniente a dichos tratamientos , en el apartado 1.9 (“Los rapidos

avances en el tratamientos del VHC”).
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1.6. Vision general del ciclo del VHC, incluyendo sus modelos de estudio.

N El desarrollo de los sistemas de estudio del VHC en los
ultimos 15 afios ha marcado la manera en que nos hemos
aproximado a su ciclo y el desarrollo de farmacos.

N El VHC circula unido a lipoproteinas.

N Laentrada del VHC necesita de numerosos correceptores
celulares.

N Una vez procesada la poliproteina, las proteinas viricas
forman la red membranosa intracelular y el complejo de
replicacion.

N Después de acumulada una cierta carga critica de
componentes, se forma el complejo de ensamblaje, en
asociacién con las gotas lipidicas.

N La maduracién final de los viriones se hace en
acoplamiento con la via de secrecion de VLDL.

N Al usurparse mecanismos fisioldégicos celulares,
numerosos factores dependientes del hospedador
toman parte en todos estos procesos.

Una vez que conocemos el gran problema mundial que supone el VHC, tanto por
epidemiologia como por la particular historia natural de su infeccién, y que tenemos
claros los aspectos estructurales y genéticos, se puede abordar el ciclo con propiedad.
Como antes se ha apuntado, el ciclo del VHC es muy complejo y dindmico, y alin no esta
completamente caracterizado, si bien se han producido avances extraordinarios a lo
largo de los ultimos 15 afios, que rapidamente se han traducido en mas y mejores
tratamientos (ver seccién 1.9 “Los rapidos avances en el tratamiento del
VHC”). Asi, estudiar y comprender el ciclo del VHC es un paso previo fundamental para
progresar en el manejo de la hepatitis C. Por un lado, se pueden encontrar factores que
nos permitan predecir la posible respuesta cuando los tratamientos son peligrosos o
costosos. Por el otro, se pueden identificar dianas terapéuticas, tanto sobre el virus
como sobre la célula hospedadora, que permitan ampliar el arsenal terapéutico

disponible para dicho tratamiento.

En este apartado, se dard una visién general del ciclo del VHC para pasar en los
apartados siguientes a profundizar en aspectos concretos que son objeto de esta tesis.

Terminolégicamente hablando, se ha decidido hablar de “ciclo” a secas, sin afadirle el
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IlI

adjetivo “vital”, pues existe controversia acerca de si los virus llegan a seres vivos o no.
Lo Unico que tiene claro el autor es que si no lo son, entonces son algo muy parecido a
seres vivos, sistemas al fin y al cabo que mantienen una baja entropia interna a costa de
la entropia de otros sistemas. Si bien, con el animo de mantenerse alejado de

controversias que distraen, mantendremos el sustantivo sin adjetivar.

Como se ha apuntado mads arriba, el desarrollo de los distintos sistemas de
estudio del VHC en los ultimos 15 aflos ha marcado la manera en la que nos hemos
aproximado al ciclo del VHC, y cdmo se han hallado farmacos mas efectivos y potentes.
Desde su primera descripcion en 1989, el VHC ha sido objeto de intensas
investigaciones, pero fue a partir de 1999, con el desarrollo del primer sistema de
replicédn subgendmico, cuando la investigacién del ciclo comenzé a acelerarse [& 791,
Brevemente, los replicones subgenédmicos son un constructo formado por un ARN
bicistrénico que codifica para las proteinas del complejo de replicacién del VHC del
genotipo que interese, conservando las dos UTR, junto con un gen reportero que
permite detectar e incluso cuantificar la replicacién (genes de resistencia a Neomicina,
de luciferasa, de la proteina verde fluorescente, etc.). La traduccidn del replicén se
completa gracias a una segunda regidon promotora heteréloga, situada entre el gen
reportero y los genes del complejo de replicacion. Los replicones subgendmicos
supusieron un punto y aparte en la carrera por caracterizar y comprender el ciclo del
VHC, pues permitieron estudiar a fondo su replicacién en células Huh-7 de carcinoma
hepatocelular humano (y otras posteriormente), facilitando en altima instancia el
desarrollo de farmacos. En 2003, dos autores en paralelo describieron por vez primera
el sistema de pseudoparticulas viricas (VHCpp) basadas en retrovirus [ 81, Este sistema
se basa en la generacién de particulas con las proteinas E1 y E2 del VHC en su superficie,
muy similares a los viriones del VHC aunque sin genoma en su interior. Resumidamente,
se cotransfectan células humanas embrionarias de rindn 293T con 3 constructos
diferentes: uno que contiene los genes de E1 y E2, otro con los genes “gag” y “pol” (de
capside y polimerasa, respectivamente) retrovirales, y el tercero, con un gen reportero,
como la proteina verde fluorescente. Dentro de las 293T se produce exclusivamente la
encapsidacion con posterior liberacion de las pseudoparticulas, que pueden recogerse

para infectar células diana como Huh-7. Esta infeccion puede medirse gracias a la
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expresion del gen reportero que viene en el interior de las pseudoparticulas, dado que
se integra en las células diana por venir en un vector retroviral. Gracias al VHCpp se ha
estudiado en profundidad la entrada del VHC a la célula hospedadora, e incluso ciertos
aspectos serolégicos. Finalmente, en 2005 se encontrd que un clon de VHC de subtipo
2a aislado de un paciente japonés con un raro caso de hepatitis fulminante (denominado
JFH-1, de Japanese fulminant hepatitis 1), era capaz de replicar con eficiencia en células
Huh-7 y otras (821, Rdpidamente, en sucesivas publicaciones, se comprobé que todos los
postulados clasicos de Koch para un agente infeccioso se cumplian, y el llamado sistema
de VHC derivado de cultivo celular (VHCcc) acabd de dar el espaldarazo necesario para

llegar al momento histérico actual [83-85],

Por su parte, los modelos animales, aunque han aportado contribuciones
importantes, no han logrado la idoneidad para el estudio del VHC. Los mas importantes
han venido siendo el chimpancé (Pan troglodytes), que actualmente esta en desuso por
consideraciones éticas y alto coste, y el ratén (Mus musculus) humanizado 8¢, Las
investigaciones desarrolladas para la presente tesis se han hecho directamente sobre

muestras de pacientes infectados.

1.6.1. Entrada y desencapsidacion del VHC.

Comenzaremos la descripcién del ciclo siguiendo el viaje de una particula virica
infecciosa a través de la sangre de un sujeto infectado. Estas particulas circulan en un
porcentaje bajo como viriones aislados, generalmente asociados a moléculas de
inmunoglobulina M (IgM), y son de dudosa infectividad 1. En cambio, la mayor parte
del VHC circula asociado a lipoproteinas séricas, constituyendo particulas lipovirales
(PLV). En concreto, el VHC se asocia a las apolipoproteinas A-l (apoA-I), apoB-48, apoB-
100, apo-C-l y apoE, constituyendo una especie de hibrido entre LDL y HDL si atendemos
a la densidad 3%, Esta forma de circulacién podria conceder varias ventajas, dado que
dotandose de esta suerte de “disfraz”, el VHC podria escapar a los anticuerpos

circulantes, y también entrar con mayor facilidad a la célula hospedadora.

El VHC presenta un hepatotropismo claro, donde se sabe a ciencia cierta que
cumple el ciclo completo. Sin embargo, también estd descrita su presencia en varios

compartimentos o estirpes celulares, como células mononucleares de sangre periférica,

Tesis doctoral — “Nuevos factores del hospedador en la fisiopatologia y la respuesta al tratamiento antiviral de
la infeccion por el virus de la hepatitis C”. 46



1. Introduccion

células dendriticas o en el sistema nervioso central [87-°1, En cualquier caso, se necesita
todo un conjunto de correceptores para lograr la entrada efectiva y 6ptima de una PLV
a su célula hospedadora BY. Cuando una PLV contacta con el polo sinusoidal del
hepatocito, las primeras interacciones, que son de baja afinidad, corresponden al
sistema de entrada natural de lipidos en la célula. Asi, el receptor de LDL (LDLR) y ciertos
glucosaminoglucanos (GAG) interaccionan probablemente con Apo-E. Acto seguido,
entra en juego el receptor scavenger de clase B-1 (SRB1, SRBI o SCARB1), que se expresa
en grandes cantidades en la superficie del hepatocito por tener funciones fisiolégicas
para la entrada de las lipoproteinas HDL, LDL y VLDL. SRB1 se une a la proteina E2 de la
envuelta del VHC, a la que induce un cambio conformacional en relaciéon con la HVR1,
gue deja a E2 lista para unirse con el siguiente receptor celular: CD81. CD81 fue el primer
correceptor del VHC que se descubrid, siendo éste una ubicua tetraspanina de superficie
(921 D81 se une directamente a E2 modificada, y a continuacién a Claudina 1 (CLDN1),
proteina que se expresa en su mayor parte en las uniones estrechas de las caras
basolaterales de los hepatocitos, donde también se encuentra la proteina Ocludina
(OCLDN). Por tanto, se produce un movimiento lateral del complejo formado por PLV-
SRB1-CD81 hacia dicha cara, donde aparte de CLDN1 y OCLDN, el receptor de colesterol
tipo Niemann-Pick C1 1 (NPC1L1) del canaliculo biliar acaba de completar el proceso de
internalizacién virica 3. El subtipo de CD81 y de OCLDN parecen determinar la
especificidad del VHC por los hepatocitos humanos Y. Como factores adicionales, el
receptor del factor de crecimiento epidermoide (EGFR), el receptor 2 de efrina tipo A
(EPHA2), la proteina HRAS, la proteina quinasa A (PKA) y la GTPasa RHO parecen modular
las interacciones entre SRB1, CD81 y CLD1 [®>%7], E| receptor de transferrina 1 (TRF1)
también tiene un papel importante en estos pasos 3. En cualquier caso, SRB1, CD81,
CLDN1 y OCLDN constituyen el conjunto minimo necesario de factores del hospedador

para la entrada del VHC.

Tras el proceso anterior, el complejo PLV-correceptores se internaliza por
endocitosis dependiente de clatrina, produciéndose finalmente la fusién de la envuelta
externa con la membrana endosdmica en un proceso mediado por bajo pH, vy

consecuentemente, la liberacién del genoma virico al citosol.
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Es importante afiadir que ademas de la entrada del VHC desde la sangre, también
parece producirse transmisidén virica entre células (llamada “célula a célula”), que
permite a la infeccién propagarse de una manera alternativa por la cara basocelular, y
que probablemente hace uso de algunas de las vias arriba descritas [*°l. Asi, parece que
el VHC se siembra aleatoriamente por via hematdgena, y que a partir de ahi se propaga

localmente en forma de “racimos” (clusters) de hepatocitos infectados 197,

1.6.2. Traduccidn y procesado de la poliproteina. Replicaciéon del VHC.

Cuando el ARN virico esta libre en el citosol, debe traducirse en el RE rugoso. En
ello, las UTR (especialmente UTR 5’), tienen un papel fundamental. Los dominios II, Il y
IV de UTR 5’, junto con 24-40 nucledtidos de la regidn codificante de core, constituyen
el denominado sitio de entrada interna al ribosoma (IRES). Este IRES le permite al ARN
virico comenzar la traduccidn sin la necesidad de factores de transcripcion candnicos.
Estos procesos se explican con mayor detalle (seccion 1.7., “P-bodies y
granulos de estrés. Concepto y papel en el ciclo del VHC”), pues interesan a los objetivos

de la presente tesis.

Una vez traducido el genoma, se procesa la poliproteina por proteasas tanto del
virus como del hospedador. Se ha explicado este proceso con mas detalle
(seccion 1.2., “Taxonomia y estructura del VHC”). Con las proteinas libres, se puede
completar al fin toda la parte intracelular del ciclo. De este modo, las proteinas del
complejo de replicacidn se asocian entre si para cumplir sus funciones, al tiempo que se
forma la ya mencionada red membranosa intracelular, con la que también se asocian.
Es decir, el VHC, al igual que todos los virus ARN (+), desvia las funciones celulares
fisiolégicas y adapta fisicamente el ambiente interno al servicio de su propio ciclo.
Apoyandose sobre la red membranosa intracelular, el complejo de replicacién produce
hebras de ARN (-) complementarias del ARN (+) inicial. Estas hebras (-) serviran de molde
para sintetizar mas ARN (+). Por tanto, temporalmente habra ARNb dentro de la célula.
Los ARN (+) se encapsidardn para generar nuevos viriones, se traducirdn o se usaran
como molde para sintetizar mas hebras de ARN (-) [2%], El equilibrio formado por estos 3
extremos se regula en parte gracias a factores de la célula hospedadora, tal y como se

explicard en el siguiente apartado. Todo este proceso de formacidon de la red
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membranosa intracelular y de replicacidon esta intimamente relacionado, y por tanto

regulado, por los lipidos intracelulares y su metabolismo.

En estas etapas, de nuevo se produce la colaboracion “forzosa” del hospedador
con multiples factores, la mayoria quinasas. La quinasa de proteina R (PKR), un sensor
de ARNb, reconoce las UTR 5’ y 3’, y aunque esta implicada en la respuesta de IFN al
VHC, también inactiva por fosforilacion al factor de iniciacidon elF2a 1011031 Este
fendmeno probablemente facilite el ciclo del VHC, tal y como se explicard en el apartado
siguiente. La quinasa de lipidos Pl14Kllla tiene un papel muy importante en la replicaciéon
y formacién de la red membranosa intracelular, y en parte regula el estado de
fosforilacion de NS5A, confirmando la necesidad que tiene el VHC de utilizar el
metabolismo de los lipidos en todas las fases de su ciclo 3%, La CypA es otra proteina de
gran importancia que también se une a NS5A, al parecer en el mismo sitio que NS5B, y
que probablemente induzca en NS5A el cambio conformacional necesario para la

replicacion (104,

A nivel sistémico, todo el proceso acaba generando unos 102 viriones por dia en
un paciente dado 1%, Aqui resulta importante aclarar que la polimerasa RdRp no tiene
funcién correctora, por lo que, teniendo en cuenta la alta tasa de replicacién, se produce
una variabilidad genética no despreciable en la carga virica total del paciente. Por tanto,
aun dentro del subtipo, la poblacién de virus que coexisten en un mismo individuo se
conoce como cuasiespecies, es decir, una poblacién de genomas estrechamente

emparentados con una variacién nucleotidica del orden del 1-2% [>2 1061,

1.6.3. Ensamblaje y secrecion.

Estos dos procesos son los peor conocidos de todo el ciclo. Lo que esta claro es
que los lipidos, de nuevo, juegan un papel fundamental. Parece que el sistema de
membranas (y los complejos de replicacion con él) se disponen en estrecha relacién con
las GL 31 107, 1081 Esta cercania facilitaria el ensamblaje del VHC. Segin el modelo
actualmente aceptado, core se iria acumulando en la superficie de las GL, uniéndose
desde allia NS5A, y por tanto reclutando en su cercania a todo el complejo de replicacién,
lo cual incluye al ARN en produccion (es decir, asociando el RE/red membranosa con las

GL del citosol). Por su parte, E1 y E2 también se reclutarian a dichas inmediaciones para
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el ensamblaje en ciernes. Se podria decir que de este modo, se forma un auténtico
complejo de ensamblaje (Figura 11). A partir de aqui, con p7, NS2 y NS3 como directores
de orquesta, se formarian las nucleocdpsides junto con la envuelta externa, las cuales
se cargarian con ARN (+), mientras geman desde el ER/red membranosa 3%, A partir de
este punto, la morfogénesis de los viriones se acoplaria a la via secretora de VLDL, con
lo que acabarian de madurar y adquirir su baja densidad caracteristica. Esto ocurriria
conforme se van asociando a apolipoproteinas en su transito a través del aparato de
Golgi. Finalmente, los viriones maduros emergerian de la célula, soportando el bajo pH

necesario para la fusion de membranas gracias a la funcién viroporina de p7.

Luz del RE

Tréafico de core

Formacion de
nucleocdapside

Citosol

‘[ARN hacia el
ensamblaje

Luz del RE

Figura 11. La interaccion de p7-NS2 con NS3 recluta a core al sitio definitivo de ensamblaje del VHC, desde la
superficie de las gotas lipidicas, junto con el ARN y E1/E2 (Fuente: adaptado de Brett et al., 2013). “GL”: Gotas
lipidicas.

Por estar el ensamblaje tan interrelacionado con el metabolismo intracelular de
lipidos, existen varias proteinas del hospedador que contribuyen al mismo de manera
decisiva. Por ejemplo, la fosfolipasa A2 citosdlica regulada por MAPK (cPLA2) y la
diacilglicerol O-acetiltransferasa (DGAT1) son clave en el trafico de core a las GL. Otras,

como el complejo proteico de unidn a clatrina 2 de cadena media (AP2M1) son de capital
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importancia para llevar core desde las GL al lugar de ensamblaje. Notese que la
esteatosis y las alteraciones del metabolismo lipidico habituales en los pacientes con

hepatitis C muy probablemente estén relacionadas con la formacién de los complejos

de ensamblaje (1971,
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1.7. P-bodies y granulos de estrés. Concepto y papel en el ciclo del VHC.

N Los P-bodies son granulos intracelulares de ARN que
controlan la expresion génica mediante secuestro o
degradacion del ARNm. Se encuentran en condiciones
normales del ciclo celular.

N Los granulos de estrés son granulos intracelulares de ARN
gue sirven para detener bruscamente la traduccidon de
ARNm por secuestro. Surgen en condiciones de estrés
celular.

N El VHC usurpa algunos componentes de P-bodies y granulos
de estrés en beneficio propio.

La compartimentalizacién dentro de cada célula es uno de los tipicos hitos
definitorios del dominio Eucariota. En el citoplasma de las células eucariotas, estos
compartimentos incluyen los organulos citoplasmicos cldsicos como el RE, pero también
granulos sin membrana formados por ribonucleoproteinas mensajeras (RNPm), que son
una combinacién de ARN mensajero (ARNm) y proteinas, y que posiblemente se
originaron en épocas anteriores a la “invencién” del ADN 10 1191 probablemente, en
dichas épocas, diversos ARN con funciones enzimaticas trabajarian codo con codo con
otras proteinas, independientemente de los propdsitos de la herencia. A lo largo de las
ultimas décadas, se han definido granulos de ARN de lo mas diverso y novedoso en las
células eucariotas, todos formados por las interacciones entre varias RNPm 111 112],
Entre ellos, los mejor caracterizados son los cuerpos de procesamiento, mas conocidos
como P-bodies, y los granulos de estrés (GE). Ambos contienen RNPm que aunque
incluyen ARNm, no estan involucradas en la traduccién. Estos granulos de ARN estan
emergiendo como elementos de control claves para el metabolismo del ARNm y su
desregulacién se ha relacionado con la patogenia del cancer, enfermedades

degenerativas e infecciones viricas [113-118]

Recientemente, varios articulos han subrayado la estrecha relacién establecida
entre estos granulos y los virus de ARN (+) como el VHC 1161191, Como los granulos de
ARN controlan el ciclo del ARNm, el metabolismo y la expresidon génica, no es

sorprendente que algunos virus con genomas que funcionan como ARNm manipulen
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dichos granulos en su propio beneficio, aunque como veremos, podria resultar

paraddjico desde algunos puntos de vista.

1.7.1. Concepto y funcion de los P-bodies.

Los P-bodies se descubrieron hace poco méas de una década (1201221, Estos granulos
de ARN estan presentes en el citosol de la célula eucariota bajo condiciones normales
de crecimiento, aunque aumentan en niumero y tamafio en respuesta al estrés y otras
condiciones que conlleven una parada en la traduccidn. Los P-bodies estdn compuestos
por ARNm reprimidos traduccionalmente junto con proteinas de las vias de degradacién
de los ARNm. Adicionalmente, en los mamiferos, estas proteinas incluyen la maquinaria
de los microARN (miARN). Y sea en mamiferos o no, se han descrito muchas proteinas
involucradas en estas maquinarias y vias de degradacion del ARNm. Todas ellas
constituyen subunidades sumables entre si, cada una con distintas funciones. Hay
descritas 2 vias metabdlicas principales para dicha degradacion, y ambas comienzan con
un proceso de desadenilacién, en el que se da el acortamiento de la cola de
poliadenosina (poly-A) del ARNm 1231, Desde este punto e independientemente de cudl
de las 2 vias, una compleja secuencia de pasos enzimaticos lleva a la degradacién del
ARNm, implicando bastantes proteinas que tienen que ver con la “decapitacién”
(decapping) del ARNm (Dcp1, Dcp2, rck/DDX6, PatLl, LSm 1-7, Rap55 y Edc3), o que

directamente lo degradan (complejo Ski, Xrn1) 1101,

Todos estos componentes (proteinas y ARN) ciclan rdpidamente dentro y fuera del
granulo, indicando un intercambio dinamico de moléculas con el citosol, lugar donde
todos ellos se encuentran difusamente localizados ( ). Asi, los P-bodies parecen
ser un estado temporal de acumulacidn mas que estructuras estables. Para ello, parece
gue en ciertas condiciones o modelos se pueden comportar como gotas liquidas en una
fase separada del citosol, y en otros, se podrian comportar mas bien como agregados
solidos a través de proteinas formadoras de fibras de tipo prion 124 1231 Pperg
sorprendentemente, los componentes de los P-bodies son aldn capaces de funcionar
disgregados difusamente por el citosol. Por tanto, los P-bodies como estructuras
detectables no son esenciales para el control global de la degradacién de ARNm o de la
represion de su traduccidn 1261291 Sin embargo, cuando los P-bodies estan presentes

como tales, se puede asumir una actividad de degradacion o secuestro de ARNm intensa

Tesis doctoral — “Nuevos factores del hospedador en la fisiopatologia y la respuesta al tratamiento antiviral de
la infeccion por el virus de la hepatitis C”. 53



1. Introduccion

y sélida, que a su vez significa que hay una fuerte regulacién epigenética de la expresion
génica. Por tanto, la importancia de los P-bodies detectables microscdpicamente no
deberia pasarse por alto: la formacion de estos acimulos podria afectar a la traduccién
y/o a la degradacion de alguna subpoblacion de ARNm, o podria ser importante bajo

ciertas condiciones, habiéndose relacionado su desregulacidn con ciertos tumores 110

130]

La composicion y cualidades de los P-bodies pues, apuntan a que estos organulos
son auténticas factorias que controlan el ciclo del ARNm al jugar un papel capital en su
almacenamiento y degradacion. La célula necesita vigilar si aparecen ARNm defectuosos
y deshacerse de ellos, asegurarse de que los ARNm codificantes de citoquinas
proinflamatorias no son una causa perpetua de inflamacién, y finalmente, silenciar o
reprimir temporalmente la traduccién de varios genes usando miARN y ARN pequefios
de interferencia 3133, No obstante, para ello no siempre se precisa la aparicion de la
tradicional estructura de un orgdnulo al uso. Y este ultimo dato aporta mas preguntas

que respuestas.

1.7.2. Concepto y funcion de los granulos de estrés.

Los GE son otro tipo de granulo de RNPm relacionados dindmicamente con los P-
bodies. Los GE, como su nombre indica, aparecen en condiciones estresantes e implican
una parada en la traduccién, dado que la célula puede necesitar adaptar su metabolismo
a las nuevas condiciones, e iniciar un programa diferente. Bajo condiciones normales,
los ARNm, tras emerger del nucleo, se unirian a factores de iniciacién (p. ej., elF4E o
elF2a) y a subunidades ribosémicas 40S, para formar el llamado complejo de iniciacién
de la traducciéon. En cambio, bajo condiciones de estrés, estos complejos de iniciacién
se salen de la via que parecia llevarles a una traduccién inminente, y se unen a otras
proteinas especificas, agregdndose en forma de GE ( ). Ciertas proteinas con
capacidad de union al ARN como TIA-1, TIAR y G3BP se consideran componentes
primordiales de los GE, todas ellas con dominios que inducen el ensamblaje entre si 134,
La fosforilacién de los factores de iniciacién por quinasas celulares como PKR es la via
mejor caracterizada para inducir GE, pues una vez fosforilados éstos, dejan de poder
formar parte del complejo de iniciacién, aunque se han descrito otras vias alternativas

[135,136] | 3 presencia de los factores de iniciacién y de las subunidades ribosdmicas 40S
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son exclusivas de los GE, y claramente diferenciales de los P-bodies. Por otro lado,

algunas proteinas como Dcpl o GW182 son exclusivas de los P-bodies 139,

1.7.3. Interacciones entre P-bodies y granulos de estrés.

Como podria parecer légico, existe una interaccion duradera entre ambos
organulos en todas las células eucariotas. Aparte de compartir ciertas propiedades
(ambos forman focos en un equilibrio dindmico), hay algunas proteinas comunes entre
ellos (p. ej., Xrn-1 o rck/DDX6). De hecho, ambos organulos son capaces de fundirse bajo
ciertas condiciones. Pero las proteinas no son lo Unico intercambiable entre ellos: el ciclo
del ARNm es impresionantemente complejo, y puede haber un intercambio desde los P-
bodies hasta los GE y viceversa, con incluso su retorno a la via de la traduccién (

) [136,137] Sorprendentemente precisos, todos estos procesos tienen lugar a través de
interacciones fisicoquimicas competitivas como plegamientos proteicos y ciclos de

fosforilacion-desfosforilacidn (124125, 138]
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Figura 12. Composicion de los P-bodies y grdnulos de estrés y equilibrios entre los diferentes estados de sus
componentes.

1.7.4. Cémo el VHC “juega” con P-bodies y granulos de estrés sin quemarse.

Resulta como minimo sorprendente que un virus como el VHC, cuyo ARN esta
previsto que se traduzca como si de un ARNm se tratase, use partes de una maquinaria
disefiada precisamente para degradar y secuestrar ARNm. Para comprender esta

aparente paradoja, es preciso revisar la evidencia actual con algo mas de profundidad.

El VHC, como virus ARN (+) que es, usa su ARN tanto para la traduccidon como la

replicacion [2% 39, Sin embargo, como ambos procesos son mutuamente excluyentes,
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este ARN necesita intercambiarse entre los dos estados [13°], Un trabajo pionero mostré
in vitro que el VHC necesita las proteinas rck/DDX6, LSm1-7 y PatL1 de los P-bodies para
su traduccion eficiente, sin oponerse a la posibilidad de que pudiesen usarse
simultdneamente en la replicaciéon (1401, El noqueado de estas proteinas primordiales de
los P-bodies dificultd especificamente la traduccion del VHC y disminuyd el ARN virico
intracelular. Es interesante cdmo los anillos reconstituidos de LSm1-7 se unian a sitios
especificos de las UTR 5’ y 3’. De hecho, era necesaria la unién simultdnea a ambos
extremos. Conociendo el papel tan importante de UTR 5’ en la traduccion del ARN del
VHC, los hallazgos parecen cobrar sentido. IRES, situado en el extremo 5’, se une
directamente a la subunidad ribosémica 40S y asi puede comenzar a formar el complejo
de iniciacién de la traduccidn antes de que se le una ningun factor de iniciacidn. Sélo
posteriormente se unen factores de iniciacion como elF3, con la adhesién final de la
subunidad ribosémica 80S y traduccién, una vez que el proceso ya ha arrancado. Para
lograr esto, y teniendo en cuenta que para todas las fases del ciclo, el VHC necesita de
la “colaboracién” del hospedador, IRES seguramente requiera componentes de la célula

para ayudarse (proteinas de los P-bodies).

Otros estudios han obtenido resultados congruentes al encontrar ciertas
asociaciones entre el ciclo del VHC y la maquinaria de degradacion del ARNm. Se ha
postulado que el VHC utiliza algunas proteinas como Argonauta 1-4, Dicer y DDX6
(también conocido como Rck/p54) en su propio beneficio 1411441, Estos resultados, al
igual que lo anterior, podrian ser consistentes con el papel positivo que tiene el
microARN miR122 en la replicacién, dado que estas proteinas estan implicadas en las
vias de degradacién mediadas por miARN. De hecho, las UTR son regiones con una
estructura secundaria compleja, muy rica en lazos y pseudonudos, y la unién de dos
moléculas de miR122 en UTR 5’ permite la estabilizacién del genoma para su traduccién,
con un probable papel en la proteccién de dicho genoma [2> 30 1451 Esta interaccion
podria estar mediada por LSm1, independientemente de DDX6 146 1471 por otro lado,
algunos componentes tipicos de los P-bodies como Dcp2 no parecen requerirse para el
ciclo del VHC. Esto sugiere que el VHC posee una especificidad extremadamente

refinada a la hora de aprovecharse de las maquinarias del hospedador. Otras como Xrn-
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1 adn son controvertidas. Algunos autores la han descrito como requerida por el VHC

mientras que otros han hallado lo contrario [140. 1481,

En cuanto a la configuracién espacial de los P-bodies en el dmbito de la infeccion
por el VHC, se ha demostrado que la infeccidn altera la composicion de los mismos. En
un trabajo reciente se encontré que la infeccién por VHC redujo la abundancia y tamafio
de los P-bodies que contenian PatL1, LSm1 y rck/DDX6 1491, Las mencionadas proteinas
se relocalizaron difusamente por el citoplasma. Estas alteraciones se restablecieron al
bloquear la replicacién del VHC mediante un inhibidor de NS5B, pero sélo parcialmente
al usar puromicina, un farmaco que habitualmente incrementa el nimero y tamafo de
los P-bodies por inhibir la sintesis proteica (en el paso de la traduccién de ARNm a
proteina). Esto sugiere que el VHC es la principal fuerza impulsora de las alteraciones en
los P-bodies durante la infeccidn. Es interesante que la transfeccién con un replicén
subgendmico produjo el mismo efecto que la infeccién con VHCcc. Todos estos hallazgos
confirmaron que el efecto del VHC en los P-bodies depende principalmente de las fases
de traduccidn y replicacién. Otro resultado interesante es que ni el nimero ni el tamafio
de los P-bodies que contenian Dcpl parecié afectarse por la infeccién, de igual modo
gue se habia visto previamente con Dcp2. Finalmente, el mismo estudio demostré que
la integridad espacial de los P-bodies no es necesaria para el ciclo del VHC, dado que la
disrupcion de los mismos al deplecionar Rap55 no tuvo efecto sobre la produccién viral

(medida mediante expresion de NS5A).

Como los GE tienen funciones similares a los P-bodies, y siendo que ambos
organulos pueden interaccionar, parece légico que el efecto de reclutamiento del VHC
no esté limitado a los P-bodies. Por su parte, una cantidad ya importante de pruebas
indica que otros virus diferentes al VHC manipulan los GE para controlar la respuesta
celular de estrés a la infeccion [113:112.150] En efecto, algunos estudios han mostrado que
numerosos componentes de los GE son secuestrados por el VHC. DDX3 parece
redistribuirse a ciertos lugares del citoplasma donde se puede encontrar la proteina
core, incluyendo las GL [148 151, 1521 Estg interaccion con core es de significado incierto,
dado que no parece relacionada con la replicacién, que seria de hecho el papel de DDX3.

Algo similar puede ocurrir con la proteina rck/DDX6 de los P-bodies (148 1521,
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A estas alturas, uno podria tener por hipdtesis que la interaccion entre VHC y GE
es analoga a la que se da entre VHC y P-bodies, usando algunas proteinas para conmutar
entre los estados de replicacion y traduccidn. Por el contrario, la realidad puede ser mas
compleja de lo esperado e incluso mas paraddjica. Dos estudios concurrentes y de gran
frescura han venido a ampliar nuestras miras en este aspecto 133 154 pgrece que la
replicacion del VHC induce GE, especialmente en presencia de IFN, sin aumentar la
cantidad total de las proteinas que los componen. Tal induccion se da mediante la ya
mencionada PKR. PKR es un gen estimulado por IFN (ISG), siendo la infeccién por el VHC
el estimulo inicial para producir IFN. Sin embargo, el VHC por si mismo puede ser
suficiente para inducir la fosforilacién de PKR mediante NS4A y E2, y por tanto, para
estimular directamente la formacién de GE [0 1021 | 3 induccién de GE por la via de PKR
detiene la traduccién celular y reduce su capacidad de divisién. Tedricamente, si el ciclo
celular y la traduccidn se enlentecen, entonces la traduccién del VHC también se veria
dificultada, y la infeccidn podria frenarse. El hallazgo interesante viene cuando esta
parada parece afectar también a los propios ISG, de tal modo que la expresidon de las
proteinas defensivas estimuladas por IFN se disminuiria en las células infectadas, en
tanto sus ARNm se acumulasen sin traducir dentro de los GE [153 1551 Agj
hipotéticamente podria haber una manera “correcta” de detener la traduccion junto
con una “incorrecta”. La manera “correcta” estaria inducida por IFN y la “incorrecta”
estaria directamente inducida por el VHC. El IFN dispara la formacién de GE en las células
infectadas por el VHC, pero de algin modo logra también reducir cuantiosamente su
muerte. El VHC per se induce una potente respuesta de GE, pero también una alta
mortalidad celular, coincidiendo con una parada en la traduccién y una disminucién de
la division celular >4, De hecho, las células infectadas sin GE sobreviven mas que las
gue generan GE. Hay que aclarar que los efectos del VHC aislado y del IFN se pueden
estudiar por separado porque las lineas celulares usadas habitualmente como modelo
(p. €j., Huh-7) poseen una respuesta de IFN defectuosa [*°®], Por tanto, se puede observar
el efecto del VHC mediante infeccidon, y posteriormente, estimular la respuesta a IFN

afiadiendo IFN exdgeno.

Resulta muy intrigante como pueden sobrevivir las células a un estado de

inhibicidn de la traduccion, aunque éste estuviese producido por IFN y por lo tanto,
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fuese beneficioso. La respuesta incluye la dimension temporal: la induccion de GE es
muy dindmica por tratarse de granulos de ARN. De este modo, la formacién de los
mismos estd constantemente oscilando debido a reguladores especificos de la
fosforilaciéon de PKR, como GADD34. Mientras que la oscilacién inducida por el VHC
parece ser de baja frecuencia, el IFN resulta incrementarla drasticamente, sugiriendo
dos vias diferenciadas para la induccién de los GE, en consonancia con lo descrito mas

arriba (154,

Finalmente, parece existir una interaccidn tripartita entre P-bodies, GE y el VHC,
especialmente en presencia de IFN. Este fendmeno aln no se comprende bien y podria
reflejar una potente respuesta al estrés y una profunda reprogramacién como reaccion

contra el VHC, mas que un simple secuestro de proteinas por el virus >4,

Hasta aqui se ha visto que la relacion del VHC con los P-bodies y GE es evidente y
muy compleja, probablemente fruto de una larga evolucién conjunta. No obstante, al
margen de la presente tesis, solo existe un trabajo que estudie los P-bodies in vivo
(ratones) 1571y por supuesto, todos los estudios de infeccién publicados se han llevado
a cabo in vitro. No se puede encontrar ningun trabajo que se haya lanzado a estudiar
estas dinamicas en seres humanos, probablemente por su dificultad técnica y por el
esfuerzo de integracién traslacional que implica. Dado que no siempre existe una
correlacién perfecta entre los modelos in vitro y los procesos in vivo, se impone una
validacién en pacientes reales que pueda dotar de utilidad a todo este conocimiento

acumulado.
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1.8. El interferon-lambda 4.

N Los interferones (IFN) son moléculas antivirales con
importantes funciones inmunes, especialmente innatas. El
IFN-a ha venido siendo la base del tratamiento contra el VHC
durante décadas.

N Existen diversos polimorfismos de un solo nucledtido (SNP)
que afectan a la respuesta contra el VHC relacionada con el
IFN, tanto espontanea como después del tratamiento.

N Aunque los SNP relacionados con el IFN-A3 (IL-28B) se han
usado durante afios, nuevos SNP y el IFN-A4, un nuevo tipo
de IFN, han revolucionado este campo y redondeado al fin la
fisiopatologia de la respuesta inmune innata al VHC.

N Antes de la presente tesis, se desconocia el papel de estos
nuevos SNP en la respuesta al tratamiento con IFN en
pacientes trasplantados.

Al menos desde que el IFN-a comenzé a usarse para tratar el VHC en 1989-1990,
cualquier hepatdlogo sabe que el IFN (o mejor dicho, los IFN) posee un papel clave en la
fisiopatologia de la hepatitis C [*°8. No en vano, aparte de estudiarse con profusién su
mecanismo, el IFN se ha venido utilizando en el tratamiento habitual de la hepatitis C

hasta hace apenas 2 afios 19,

1.8.1. Concepto de interferdn.

Los IFN son moléculas antiviricas que sirven para reaccionar ante infecciones
producidas por los virus, formando parte de lainmunidad innata de las células infectadas
e incluso de las circundantes [103.180] | o5 |[FN pertenecen a la familia de las citoquinas de
clase I, estando emparentados con la IL-10 y la IL-22 161, Los mamiferos poseen 3 clases
diferentes de IFN: tipo | (IFN-a/B), tipo Il (IFN-y) y tipo Ill (IFN-A). Los efectos del IFN de
tipo Il son limitados. Sin embargo, los IFN de tipo | y lll inducen potentes respuestas
antivirales capaces de regular al alza la expresién de cientos de ISG. La diferencia
funcional mas importante entre estos ultimos dos tipos es que mientras cualquier célula
nucleada responde a los IFN de tipo |, los de tipo Ill muestran una restriccién a los tipos
histolégicos mas expuestos a infecciones viricas, tipicamente mucosas. Asi, la respuesta
producida por los IFN de tipo | suele estar mds reservada para la fase aguda y es mas

costosa para el organismo, mientras que la producida por los IFN de tipo lll es
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ligeramente mas lenta y sobre todo, mas restringida, siendo ambas mas o menos
complementarias [19% 1031 | os IFN de tipo Il o familia del IFN-A, se subdividen en 4
miembros: IFN-A1, IFN-A2, IFN-A3 y recientemente, IFN-A4. Hasta hace pocos afios, su
nomenclatura era diferente: 1L-29, IL-28A e IL-28B para los tres primeros,
respectivamente. Por este motivo, aun hoy es comun entre los clinicos el hablar de la IL-
28B cuando se refieren al IFN-A3. Para finalizar, el receptor del IFN-A se compone de la
cadena 1 del receptor de IFN-A (IFN-AR1) y de la cadena 2 del receptor de IL-10 (IL-10RB,

que se comparte con otras citoquinas, como puede suponerse por su nombre).

1.8.2. Vision global resumida de la inmunidad innata contra el VHC. Secrecion

de los interferones.

Una vez comienza el ciclo del VHC, la célula infectada es capaz de detectarlo como
ajeno gracias a receptores de patrones moleculares de patégenos. El patron detectado
en el caso del VHC es el ARNb, acido nucleico que no se encuentra de manera natural en
los mamiferos [192 1601 Como se ha mencionado previamente, RIG-I y TLR-3 son los
sensores mas importantes encargados de detectar la presencia de ARNb del VHC y
desencadenar una respuesta basada en IFN. Aun asi, otras moléculas como la ya
conocida PKR pueden funcionar como receptores “putativos”, y contribuir a
desencadenar la respuesta. RIG-I activa la via del IFN a través de MAVS. El TLR-3 lo hace
a través de TRIF. Dichos adaptadores MAVS y TRIF acaban activando tras varios pasos
los factores de transcripcion IRF-3 y NF-kB (factor regulador de interferon-3 y factor
nuclear-kB, respectivamente), que son los que realmente se unen al ADN celular y hacen
comenzar la produccién de IFN. Como se ha visto , la proteasa virica NS3-4A
cataliza la digestion de MAVS, inhibiendo asi la sefalizacidén de RIG-1y de PKR, y también
cataliza el clivaje de TRIF, inhibiendo la del TLR-3. Por otro lado, recordemos que las
proteinas E2 y NS4A regulan el grado de fosforilacion de PKR, en un equilibrio de fuerzas

contrapuestas, entre nocivas y beneficiosas para el virus.

En cualquier caso, una vez producidos los IFN (entre otras citoquinas), éstos
actian paracrina y endocrinamente a través de receptores especificos en los tipos
celulares ya comentados, ademas de actuar en células profesionales del sistema inmune.

Estas ultimas pueden formar parte del sistema inmune innato, como las NK o las células
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de Kupffer, o bien del sistema inmune adaptativo, como las células dendriticas o los

linfocitos T o B.

No entra dentro de los objetivos de esta tesis el estudio de la inmunidad
adaptativa, aunque ésta presenta un papel importante en la fisiopatologia y patocronia
de la infeccién por VHC, y de hecho, la inmunidad innata es de una importancia capital

para la adecuada induccidn (priming) de la adaptativa [19% 162],

1.8.3. Los polimorfismos del interferén-lambda 3 (IL-28B) y sus implicaciones.

Los IFN de tipo | y Ill actian a través de receptores diferentes, pero las vias
intracelulares implicadas son comunes en gran medida, de tal manera que ambos
acaban induciendo la expresién de ISG mediante el complejo ISGF-3 (compuesto por
STAT-1, STAT-2 e IRF-9), previa fosforilacidon de quinasas, en la conocida como via JAK-
STAT. Parece que los IFN de tipo Il (IFN-A) son especialmente importantes en la
fisiopatologia de la infeccion por el VHC. En 2009 vieron la luz varios estudios
independientes que han revolucionado la historia del tratamiento y estudio del VHC, al
descubrir que dos polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) estaban muy asociados
con la probabilidad de aclaramiento espontaneo del VHC en fase aguda, y que también
lo estaban con la probabilidad de respuesta al tratamiento con PEG-IFN y RBV [62 163, 164]
Tanto es asi que al poco tiempo ya se estaban empleando en la practica clinica habitual,
con el fin de ahorrar molestos y peligrosos efectos adversos del tratamiento. Estos SNP
se sitlan en el brazo largo del cromosoma 19, aguas arriba de la region codificante del
IFN-A3 (o IL-28B), y el cddigo de referencia de los dos mds importantes es rs12979860 y
rs8099917. En concreto, el SNP rs12979860 se encuentra muy cerca de la regidn
codificante del IFN-A3, unas 3 Kb aguas arriba ( ). Por su parte, el SNP rs8099917
estd a unas 8 Kb aguas arriba de la regién codificante del IFN-A3 y a unas 16 Kb de la
region codificante del IFN-A2 ( ). Para rs12979860, los alelos con la base
nitrogenada C (citosina) estan relacionados con un mejor prondstico, mientras que los T
(timina) lo estan con una peor evolucién. Para el rs8099917, los alelos favorables son los
Ty los desfavorables son los G (guanosina). Por tanto, un paciente con el genotipo CC
para rs12979860 tiene mejor prondstico que con genotipos CT o TT. De igual manera,
un paciente con genotipo TT de rs8099917 tiene mejor prondstico que con genotipos

TG o GG. Ademas, la distribucién alélica varia segun la raza, lo cual explicaba la peor
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respuesta al PEG-IFN y RBV de los pacientes de origen africano, pues éstos tienen
predominancia de alelos desfavorables 2. Por otro lado, rs8099917 parecia tener mas
potencia predictiva para los pacientes de origen asidtico con respecto a rs12979860 [164,
Este hecho no dejaba de ser extrafio, pues cabria esperar un desequilibrio de ligamiento

perfecto entre ambos SNP, si es que ambos correspondian a la misma causa subyacente.

Tras algun trabajo fallido %], los genotipos de dichos SNP se lograron relacionar
con los niveles de expresién de IFN-A3 (1% |levando a la conclusién de que podrian
encontrarse en la regién promotora de IFNL3. Sin embargo, tras la publicacién de un
numero creciente de trabajos sobre el valor predictivo de estos SNP y sobre su posible
funcionamiento, el mecanismo exacto no parecia estar demostrado de manera
convincente, limpiay completa. Lo que si estaba claro es que la respuesta inmune innata
se asociaba a estos SNP, hecho que se podia comprobar a través de los niveles de
expresion de los ISG. Antes del descubrimiento de estos SNP se sabia que los niveles de
ISG intrahepatocitarios influian poderosamente sobre la respuesta al tratamiento con
PEG-IFN + RBV [1%7], Los higados en los que el VHC inducia unos niveles altos de ISG
pretratamiento se asociaban a una peor respuesta, pues no se lograba aumentar esa
induccion con el tratamiento, hecho que parecia estar también relacionado con el
genotipo del VHC. Los hallazgos se encontraban confinados al higado, pues los
monocitos de sangre periférica (PBMC) no mostraban estos hallazgos. Posteriormente,
en una época de gran predicamento de los SNP del IFN-A3, se demostrd una alta
correlacién entre el genotipo de rs12979860 y los niveles de expresién de ISG
intrahepatocitarios medidos por ARNm (especialmente de MxA), que predecian de
manera muy precisa la respuesta al tratamiento. De hecho, en el andlisis multivariado,
los niveles de expresidn de ISG resultaron ser los Unicos que mantuvieron significacion
estadistica en su asociacién con la respuesta, mas que el genotipo del SNP. Ademas se
observé que dichos ISG se expresaban de manera inversa en las células de Kupffer, por
lo que claramente existian mecanismos inversos en la inmunidad innata no profesional
con respecto a la profesional [1%8], En definitiva, los niveles de expresién de ISG en el
higado eran los factores predictivos mas potentes para la respuesta al tratamiento con
PEG-IFN + RBV, hecho no util en la practica clinica habitual, pues medirlos implicaba

biopsiar a todos los pacientes, y asimismo ya se podia vislumbrar el advenimiento de los
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tratamientos sin IFN. Por otro lado, aunque los SNP del IFN-A3 eran casi igual de potentes
y muy utiles a nivel practico, persistian muchas incégnitas acerca del mecanismo
completo por el cual éstos influian en el aclaramiento del VHC (bien espontaneo, bien
con biterapia). Conocer a fondo dicho mecanismo podia ayudar a encontrar nuevas

dianas terapéuticas, o como minimo, a predecir mejor la respuesta al tratamiento.

1.8.4. Elinterferén-lambda 4: la pieza que faltaba.

En el afio 2013, Prokunina-Olsson et al. publicaron un articulo que abrié una
nueva linea de investigaciéon en el campo de los IFN y ayudd a encontrar respuestas
razonablemente definitivas a las incdgnitas resefiadas en el apartado anterior 7], En
dicho articulo se estudio la expresidn —transitoria- de una regién aguas arriba del gen
IFNL3. Esta region comprendia un SNP sobre el que no se habia puesto atencién antes:

el ss469415590, luego nombrado definitivamente como rs368234815, y que mds que un

rs12979860 55469415590
=== TT (n=53) AG/AG (n = 67)
sy GT {1752 61) AG/TT (n = 80)

0+ s GG (1=18) e TT/TT {n = 15)

Descenso de ARN del VHC

3.0

[ I
012 7 14 28
Dia de tratamiento

Figura 13. Descenso mediano en los niveles de ARN del VHC (unidades internacionales por mL en logig) en pacientes
de raza negra durante el primer mes de tratamiento con PEG-IFN + RBV, segtn su genotipo de los polimorfismos
rs12979860 y 55469415590 (rs368234815). Las diferencias entre las rectas de rs12979860 y ss469415590
(rs368234815) son estadisticamente significativas (Fuente: Adaptado de Prokunina-Olsson et al., 2013)
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polimorfismo de un solo nucledtido, es un polimorfismo de dos nucledtidos. No
obstante, y por mor de simplificar, lo denominaremos SNP, lo mismo que han hecho los
textos cientificos publicados hasta la fecha. El rs368234815 se encontraba en
desequilibrio de ligamiento con rs12979860, y resultd relacionarse con el aclaramiento
del VHC con una intensidad ligeramente mayor, especialmente en pacientes de origen
africano. Los autores demostraron que rs368234815 tenia la llave para la expresion de
un nuevo tipo de IFN: el IFN-A4. La causa parecia ser que el alelo silvestre de
rs368234815 consistia en una pareja de T (TT), y que la mutacién que definié el SNP
produjo una delecion de la primera T mas una sustitucion T->G de la segunda T (AG). La
interesante consecuencia de pasar de TT a AG fue que al correrse el marco de lectura en
una posicion (independientemente de la sustitucion) se permitia la expresién de un gen
subyacente que estaba interrumpido por TT. Este gen era precisamente IFNL4, que
permanecia latente como un pseudogen por encontrase TT en el exén 1. No se
guedaban ahi las novedades, pues al contrario de lo que parecia légico, el alelo favorable
era el silvestre TT. En efecto, el genotipo AG/AG, que permitia la expresion de IFN-A4, se
asociaba con una peor respuesta al tratamiento, y el genotipo TT/TT, que eliminaba la
proteina, se asociaba con una mejor respuesta, quedando la heterozigosis TT/AG en un
riesgo intermedio ( ). Por lo tanto, el IFN-A4 debia de ser un IFN con efectos
deletéreos, al menos contra el VHC, si bien la transfecciéon de células de hepatoma
HepG2 con un constructo de IFNL4 estimuld la expresion de ISG via JAK-STAT. Poco
después, el IFN-A4 sintético mostrd actividad antiviral potente en células de epitelio
humano infectadas con un coronavirus, sefializando a través del receptor de IFN-A [169],
El hecho de que rs12979860 quedase situado en un intrén de IFNL4, junto con la menor
potencia que siempre habia mostrado rs8099917 en pacientes de raza blanca y negra
(que ahora coincidia con que rs8099917 se encontraba a una mayor distancia fisica de
rs368234815), hacian pensar que el nuevo SNP era realmente el funcional, y que los
otros dos no eran sino marcadores subrogados debido al desequilibrio de ligamiento
( ). Pronto se vio en otro articulo que rs368234815 también tenia mas potencia
predictiva de respuesta al tratamiento en una cohorte de pacientes de raza blanca, y
seguidamente se comprobd en un tercer estudio que se asociaba con el aclaramiento
espontaneo del VHC 1179 711 Casi simultdneamente, se vio que su correlacién con

rs8099917 era muy alta en pacientes japoneses, teniendo similar valor predictivo de
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respuesta al tratamiento en dicha poblacién por su alto desequilibrio de ligamiento 172,
Y no sélo se estudié en el contexto del VHC. El genotipo desfavorable parecia influir
negativamente en la reactivacién del CMV en pacientes inmunodeprimidos, aunque no

era el caso con el herpes oral o genital 173-175],

El trabajo de Prokunina-Olsson et al., pese a suponer un auténtico hito, no logré
demostrar la presencia natural de la proteina IFN-A4, viéndose obligado a trabajar
Unicamente con haplotipos de transcriptos de ARNm, y dejé una gran cantidad de
preguntas cientificas sin resolver. De hecho, un estudio realizado practicamente en
paralelo por otro equipo, demostrd que el genotipo de rs368234815 se correlacionaba
con los niveles de expresion de IFN-A3 e IP-10 (proteina inducible por IFN-y 10)
intracelulares de PBMC ex vivo de pacientes infectados por VHC, y que efectivamente,
lo hacia mejor que rs12979860 [170. Otro articulo describié una relacién entre los
genotipos desfavorables TT/AG + AG/AG, y una capacidad de degranulacion linfocitaria
intrahepatica mds débil en pacientes infectados por el VHC 1781, Pero el mecanismo que
explicaba la relacion entre el nuevo SNP vy la eliminacidon del VHC seguia sin ser nada
sencillo: éera por fin rs368234815 el polimorfismo directamente relacionado con el
efecto o su relacion era mads indirecta de lo que parecia? De ser el IFN-A4 la causa, écomo
podia un IFN funcional producir una respuesta disfuncional contra el VHC? ¢Inducia
acaso algun tipo de saturacién intracelular de ISG? ¢ Entraba en competencia con los IFN
de tipo | y llI? ¢Su secrecidn era deficiente? Parte de las respuestas se encontraban ya,
sin saberlo, en el articulo inicial. Este articulo habia descrito mas SNP en la misma region,
3 de ellos con variantes no sinénimas, que pueden encontrarse facilmente en la figura 2
del material suplementario. Asi, en 2014 se estudié en otro articulo el papel de un SNP
no sinébnimo muy importante situado en el gen IFNL4, con el nUmero rs117648444, que
provoca un cambio de prolina a serina en la posicién 70 (Pro70Ser) (1771, Es muy llamativo
gue la sustitucion sélo se da cuando el IFN-A4 se expresa, es decir, esta ligada al alelo
AG, lo cual habla en favor de su papel funcional. De esta suerte, y como se descubrid
poco mas tarde, rs117648444 induciria la producciéon de 2 IFN-A4 diferentes: un IFN-A4-
P70, completamente activo, que induce altos niveles de ISG, y un IFN-A4-S70 mucho
menos potente. Asi, rs368234815 y rs117648444 se pueden combinar en haplotipos (8

diplotipos) para estratificar a los pacientes en 3 grupos principales, a saber: aquéllos
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incapaces de sintetizar IFN-A4; aquéllos que sintetizan IFN-A4-S70, y aquéllos que
sintetizan IFN-A4-P70. El primer grupo corresponderia a los pacientes con el genotipo
TT/TT y mejor prondstico; el segundo grupo corresponderia a los pacientes con algun
alelo AG de rs368234815, pero con un IFN-A4 disfuncionante, y por tanto de prondstico
intermedio, y el tercer grupo se corresponderia con los pacientes AG/AG con IFN-A4
normofuncionante, siendo éstos los de peor prondstico 178l Parece claramente
demostrado que el IFN-A4 no resulta util para luchar contra el VHC, y que a menor
actividad del mismo, mejor prondstico para el paciente, con menores niveles de I1SG
intrahepatocitarios. No se puede descartar un cierto papel de secrecidén deficiente,
aunque esto sélo se ha estudiado in vitro 1%°], Sea como fuere, pese a que rs368234815
resulta mas potente para predecir la respuesta y aclaramiento espontaneo del VHC que
los 2 SNP primeramente descubiertos (tanto en pacientes monoinfectados como
coinfectados por el VIH), esa diferencia estadistica puede ser de dudosa ventaja clinica
por su escasa magnitud [17% 189 |ncluso alglin trabajo muestra mejores nimeros para
rs8099917 en poblacién oriental [172], La secuenciacién concomitante de rs117648444
mejoraria la potencia de rs368234815 y afinaria la prediccién, sobre todo para los
pacientes orientales, si bien estos descubrimientos han llegado justamente cuando el

IFN iba perdiendo protagonismo en el tratamiento del VHC.

1.8.5. Elinterferén-lambda 4 desde una perspectiva evolutiva.

Hoy en dia, se sabe que la familia del IFN-A4 se encuentra conservada y funcional
en la mayor parte de mamiferos, y que constituye un clado filogenético separado de los
IFN de tipo lll. Ello sugiere que los antecesores de los mamiferos poseian un gen de tipo
IFNL4 junto con otro gen similar, y que a lo largo de la evolucion se produjeron diversas
duplicaciones del “gen similar”, dando lugar a los modernos IFNL1, IFNL2 e IFNL3, que
son extremadamente variables entre especies, pero conservandose el de tipo IFNL4
( ). Y su proteina, el IFN-A4, era util. Se ha demostrado que pese a ostentar
Unicamente un 30% de secuencia idéntica con la de IFNL3, su capacidad de sefializacién
permanece bien preservada y muestra signos de haber estado bajo presién evolutiva
para que asi fuese [0 189 Sin embargo, en algiin momento hace unos 56.000 afios, en
esos humanos paleoliticos se dio la mutacién que lo convirtié en un pseudogen (TT),

mutacion que se ha seleccionado positivamente, como demuestran los andlisis
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computacionales bayesianos [0, Es decir, que el alelo que podriamos llamar
verdaderamente silvestre es el AG. No se trata de una delecién, sino que TT es una
insercidon que inactiva IFNL4. Por motivos que aln se desconocen, la mutaciéon muestra
de nuevo un patrén distinto segun la raza, mostrandose particularmente frecuente el
genotipo favorable TT/TT en Asia, de manera paralela a los genotipos de rs12979860 y
rs8099917. El matiz estriba ahora en que el gen IFNL4 parece ser el elemento subyacente
que liga los dos SNP rs12979860 y rs8099917, y se correlaciona con estos dos SNP tanto
mejor cuanto mas nos desplazamos de Africa hasta Asia, pasando por Europa. Aunque
en los 3 origenes la correlacion con rs12979860 es alta (r? > 0,7), en los pacientes de
origen africano la correlacion es la mas baja. Pero ademas, en los individuos con dicho
origen la correlacidn con rs8099917 es muy pobre (r>=0,008). En los pacientes de origen
europeo, la correlacién sigue siendo mejor con rs12979860 que con rs8099917, aunque
ya es mucho mejor para este segundo que en los africanos, y en el caso de los individuos
de origen asidtico, la correlacidn es alta con ambos SNP, cercana a 1 1371721811 Es decir,
rs12979860 y rs8099917 presentan una utilidad variable segun la raza; rs368234815
resulta mas constante con independencia del origen del paciente. Tras su salida de Africa,
hace aproximadamente 60.000 afios, el Homo sapiens encontré otros Homo spp. a su
paso. Sabiendo que los europeos modernos poseen un 1,5-4% de genes de origen
neandertal cuyos SNP influyen sobre su salud, y sabiendo que los aborigenes actuales
de la Melanesia y Australia poseen un 3-6% de genes de origen denisovano, le resulta
muy tentador al autor pensar que el enriguecimiento en el alelo TT pueda estar influido
por el cruce con especies humanas actualmente extintas (182184, E| hecho de que la
frecuencia de alelos TT aumente conforme nos desplazamos desde Africa hasta Asia,
podria apoyarlo. Este extremo, que no deja de ser hipotético, no se ha podido
comprobar, pues el autor no ha encontrado secuenciada aun la region 19g13.13 en las

bases de datos de ADN neandertal disponibles en linea [18%],
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Figura 14. Organizacion gendmica de los IFN de tipo Ill y del IFNL4 en el ser humano (Fuente: Adaptado de Wack et
al., 2015). “IFN”: Interferdn; “Relac”: Relacionado.

1.8.6. El caso especifico del TH.

Tal y como se ha comentado en profundidad en el apartado 1.5, el TH constituye
un caso muy particular en el que el acervo genético del receptor convive con el acervo
genético del injerto en el mismo individuo. Ademads, recordaremos que la posibilidad de
predecir la respuesta al tratamiento con PEG-IFN + RBV es particularmente importante
por el mal perfil de seguridad y eficacia en estos pacientes. Tras las publicaciones
iniciales sobre los SNP rs12979860 y rs8099917 del IFN-A3, pronto se comenzd a tratar
de validar su utilidad en el caso especial del TH. Se publicaron 4 estudios muy
importantes sobre este tema entre 2010 y 2011, llevados a cabo casi simultaneamente
en el fragor de la competencia. Comenzaremos comentando los 3 primeros, que no

obtuvieron resultados del todo homogéneos.

El primero de todos se realizé en Japdn, investigando el papel de rs8099917 [186],
Ademas, se evalud otro SNP (rs12980275) y mutaciones en ciertas regiones de core y
NS5A del VHC, demostrandose que el genotipo de rs8099917 tanto del donante como
del receptor estaban asociados con la RVS, siendo también dutil el estudio de las
mutaciones en core. Los mejores resultados se obtenian cuando tanto el genotipo del
donante como el del receptor eran favorables (TT-TT). El segundo estudio, publicado
casi simultdneamente, se centrd en exclusiva sobre rs12979860, y tiene el punto fuerte

de haber incluido un grupo control de pacientes sin tratar (871, La conclusiéon mas
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importante es que el genotipo tanto del donante como del receptor resultaron estar
relacionados de manera independiente con la respuesta al tratamiento basado en IFN.
Ademas, el alelo desfavorable (TT) del receptor se relacionaba con una mayor
progresién de la fibrosis al afio del TH. El tercer estudio, publicado ya a principios de
2011, de nuevo estudié rs12979860. Este coincidia con el primer estudio japonés en que
la asociacién clara parecia corresponder al genotipo del donante, encontrando una
asociaciéon mas débil para el genotipo del receptor. Un hecho interesante de este estudio
es que la asociacion se dio tanto para la RVS como para respuestas rapida y precoz (a las

4 y 12 semanas de tratamiento respectivamente) [188],

Hasta aqui, los 3 primeros estudios, que aunque no absolutamente concordantes,
mostraban una influencia de los SNP del IFN-A3. El cuarto estudio, publicado justo a
continuacion, estudiaba la influencia de ambos SNP simultdneamente (rs12979860 y
rs8099917) y demostraba como el genotipo del receptor se relacionaba con la respuesta
al tratamiento, y que la RVS aumentaba de manera significativa con la combinacién

donante-receptor favorables (CC para rs12979860 y TT para rs8099917) 73],

Puede haber varias razones para estas discordancias, como por ejemplo, que los
tamafios muestrales son pequefios. Sin embargo, llama la atencién que ninguno de los
tres primeros estudios especifique claramente el punto temporal en el que se
recogieron las muestras. El cuarto estudio, a diferencia de sus predecesores, especifica
con todo detalle cémo se recogieron las muestras y en qué punto de la historia natural
del TH. La publicaciéon posterior de un quinto estudio aclaratorio arroja luz al respecto,
demostrando que el momento y tipo de muestra son criticos a la hora de obtener
conclusiones fiables acerca de la influencia de estos SNP 189 |3 clave consiste en no
perder de vista que los pacientes trasplantados constituyen un organismo quimérico,
como se ha venido explicando en otros apartados. El ADN gendmico del receptor se
puede obtener facilmente de sus PBMC. En cambio, no siempre existe muestra
disponible del donante para la extraccion de su ADN. Asi pues, se suelen aprovechar las
biopsias hepaticas por protocolo, realizadas al cabo de un tiempo variable del TH. Con
todo, dada la rapida repoblacidn del injerto con células del receptor, existe el riesgo de
extraer ADN mixto donante-receptor de dichas biopsias, y por tanto, de hacer
determinaciones errdneas. En este trabajo se demostré con claridad que las biopsias de
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reperfusion aun eran validas para determinar el genotipo del donante, pues se
correlacionaban al 100% con los controles obtenidos de PBMC, no asi las biopsias
posteriores, en las que se producia un enriquecimiento de genotipos heterocigotos CT
(rs12979860), producto inequivoco de la mezcla de alelos C y T secundaria al
guimerismo. Por lo tanto, las conclusiones del cuarto estudio sobre la influencia de los

IH

SNP del IFN-A3 parecen sdlidas, dado que con seguridad no se produjo el “sesgo de la
quimera” . En cualquier caso, de todos estos trabajos se desprende que los SNP del
IFN-A3 tienen una clara influencia en la respuesta al tratamiento también en los
pacientes con TH. Asi pues, se hace necesario comprobar si los polimorfismos asociados
al IFN-A4 se comportan de manera andloga, y es importante hacerlo teniendo en cuenta

las consideraciones previas acerca de la fuente de ADN del donante.
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1.9. Los rapidos avances en el tratamiento del VHC.

N Hasta 2011-2012, el estandar de tratamiento era el PEG-IFN
mas Ribavirina, con bajos porcentajes de respuesta, baja
tolerabilidad y mal perfil de seguridad.

N En 2011 se comercializaron los primeros antivirales de
accion directa, que se utilizaban en combinacién con PEG-
IFN y Ribavirina, con mejoras en la eficacia, pero mas bajo
perfil de tolerabilidad y seguridad.

N A partir de 2014 se empezaron a comercializar
sucesivamente mas antivirales de accion directa,
posibilitando regimenes sin IFN, con alta eficacia y buen
perfil de tolerabilidad y seguridad.

Una revisién pormenorizada de los tratamientos del VHC desde sus inicios es
materia suficiente como para una obra monogréfica, y en cualquier caso, quedaria fuera
del contexto de este trabajo. De todas maneras, es ahora, tras la exposicién
pormenorizada de todo el ciclo del VHC, cuando cobra sentido completo hablar de su

tratamiento y mecanismos del mismo.

El comienzo de esta tesis se gesté en un momento de la Medicina en el que las

terapias basadas en IFN eran la regla, y aunque se vislumbraba un futuro cercano sin

PEG- PEG-Interferén
Interferon L Interferén + + Ribavirina +
Ribavirina L
Ribavirina P

Combinaciones
sin interferon

Interferén +

100+

80+

60+

40+

20 25%

8-10%
1990 1998 2001 2011 2014

Figura 15. Evolucion de los estdndares de tratamiento y sus correspondientes mejorias en el porcentaje de respuesta

viroldgica sostenida (Fuente: adaptado de Webster et al., 2015). “IP”: Inhibidor de la Proteasa.
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IFN, una porcién sustancial de los pacientes, incluyendo el ambito del TH, parecia
abocada a tratarse con IFN aun durante unos afios. En este contexto, seguia siendo
fundamental la busqueda de factores predictivos de respuesta y nuevas dianas. Sin
embargo, lo ocurrido durante la publicacién de los resultados y redaccion de la tesis
corresponde exactamente a un momento histdrico de cambio de paradigma, que se ha
acelerado de manera prodigiosa. Afortunadamente, el uso de regimenes basados en IFN
parece hoy en dia algo del pasado, al menos en el mundo desarrollado, y los pacientes
trasplantados no son una excepcién. No obstante, parece importante comenzar por el

principio de la historia:

1.9.1. Terapias basadas en IFN.

Tal y como atestigua la correspondiente guia de manejo clinico de la European
Association for the Study of the Liver (EASL), el estdndar de tratamiento hasta 2011 era
el PEG-Interferdn, o Interferén pegilado (PEG-IFN) mas Ribavirina (RBV) >°1. Con esta
combinacidn se lograba una RVS media del 60% en pacientes inmunocompetentes,
aunque en el caso del genotipo 1, ésta era inferior al 50%. Como se ha apuntado en el
apartado referente al TH, ese régimen podia ser mal tolerado y presentaba
complicaciones potencialmente mortales, sobre todo en pacientes con enfermedad
hepdtica avanzada y/o TH. En este ambito, resultaba fundamental poder predecir la
respuesta para poder ahorrar acontecimientos adversos, tal y como se ha explicado en

la seccidn anterior [75 186-188],

En 2011 comenzaron a utilizarse los primeros antivirales de accién directa (AAD),
esto es, Boceprevir y Telaprevir. Ambos AAD eran inhibidores de NS3 de primera
generacién y debian administrarse junto con PEG-IFN y RBV, en la conocida como triple
terapia contra el VHC 1%, 191 Aunque se logré elevar la RVS en aproximadamente un
20% en el mejor de los casos, habia importantes problemas, como el aumento de los

efectos adversos de la propia terapia doble, la restriccidn al genotipo 1, o el gran precio.

1.9.2. Terapias libres de IFN.

Como bien se ha podido apreciar, el ciclo del VHC es muy complejo, y dispone de
numerosas “patas” con las que apoyarse en caso de perder puntos de apoyo. Esto

representa una ventaja adaptativa. De hecho, los regimenes actuales de tratamiento se
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ven obligados a incluir diferentes farmacos simultaneos apuntando a distintas dianas,
pues bloqueando sélo una diana no se logra erradicar la infeccidn: habra otras vias que
compensen rapidamente, o surgiran con facilidad mutaciones de resistencia. Aunque
cualquier paso del ciclo es susceptible de inhibirse por la parte del virus o por la del

hospedador, las dianas dependientes del virus son actualmente las mas importantes.

Aun cuando ya se estaban administrando en forma de ensayos clinicos y uso
compasivo, hasta 2014 no se comenzaron a aprobar en fase IV los llamados nuevos AAD,
con Sofosbuvir (SOF) a la cabeza. Si bien los primeros ensayos clinicos hacian uso de SOF
con PEG-IFN y RBV, pronto surgieron mas AAD con los que ir configurando las primeras
terapias sin IFN por combinaciéon entre ellos. Hoy en dia hay una razonable oferta de
AAD, con inhibidores de NS5B como SOF y Dasabuvir, de NS5A como Daclatasvir,
Ledipasvir, Ombitasvir, o los préximos Elbasvir y Velpatasvir; de NS3 de primera
generacién como Simeprevir, o de nueva generacidn como Paritaprevir o el inminente
Grazoprevir. Todos estos farmacos se pueden combinar con RBV en funcién de las
caracteristicas del paciente. Aunque dicha combinacion se hace a costa de mas
acontecimientos adversos, éstos suelen ser leves, especialmente si no se trata de
pacientes TH. Con los nuevos regimenes sin IFN, los porcentajes de RVS han ascendido
a mds del 90% en la mayor parte de los pacientes (en los casos mas favorables se acercan
al 100%), y aun estan por venir nuevos farmacos que permanecen en ensayo clinico (19
1941 pese a las excelentes noticias, los altisimos precios son alin un problema importante
como para implantar estos tratamientos a nivel global, y estan surgiendo nuevos
contratiempos como la posibilidad de resistencias virales, o efectos adversos

absolutamente desconocidos [195 1961,

1.9.3. Otras dianas terapéuticas.

Hasta aqui se ha hablado sdélo de dianas terapéuticas viricas. Sin embargo, como
se ha fundamentado en anteriores apartados, los factores del hospedador que entran
en juego son fundamentales y muy numerosos. Es por esto que el ciclo virico puede
también inhibirse utilizando cualquiera de estas dianas propias del cuerpo humano. De
hecho, todo tratamiento basado en PEG-IFN utiliza, como minimo en parte, dianas del
hospedador. La muestra un resumen de los farmacos desarrollados hasta la

fecha con eficacia probada al menos en modelos experimentales in vivo [1971:
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Categoria Diana Compuesto Etapa de
desarrollo
Inhibidores de la CD81 Acm Modelo de ratén
entrada SRB1 Acm Modelo de ratén
ITX-5061 Fase 1
CLDN1 Acm Modelo de ratén
EGFR Erlotinib Fase 1/2
NPC1L1 Ezetimiba Modelo de ratén
Endocitosis/fusiéon  Silimarina/silibinina Fase 2/3
Cloroquina Fase 4
Inhibidores de la miR122 Miravirsen Fase 2
traduccion
Inhibidores de la miR122 Miravirsen Fase 2
replicacion Reductasa de Ila Estatinas Fase 3
HMGCoA
CypA Alisporivir Fase 2/3
SCY-635 Fase 2
NIM811 Fase 2
Inhibidores del a-Glucosidasa 1 Celgosivir Fase 2
ensamblaje DGAT-1 LCQ908 Fase 2
CypA NIM811 Fase 2
PPARa Naringenina Fase 1
HNF4a Bezafibrato Fase 4
Modificadores de Respuestas IFN-a Aprobado por las
la respuesta inmunes FDAy EMA
bioldgica IFN-A Fase 3
Agonista de TLR7 Fase 1
Agonista de TLR9 Fase 3
Timosina al Fase 3
Nitazoxanida Fase 2

Tabla 1. Resumen de los principales farmacos anti-VHC apuntando a dianas del hospedador, que han tenido eficacia
al menos in vivo. Se muestra su clasificacion por etapa del ciclo del VHC y la fase de desarrollo (Fuente: adaptado de
Zeisel et al., 2015). “CD81”: Cluster designation 81; “SRB1”: Scavenger receptor class B member 1; “CLDN1”: Claudina-
1; “NPC1L1”: Niemann—Pick C1-like 1, “Acm”: Anticuerpo monoclonal de ratén (murino); “miR122”: microARN-122;
“HMGCoA”: 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A; “DGAT-1": Diacilglicerol O-aciltransferasa 1; “CypA”: Ciclosporina
A; “PPARa”: peroxisome proliferator-activated receptor alpha; “HNF4a”: hepatocyte nuclear factor 4 alpha; “IFN-a“:
Interferén-alfa; “FDA”: Food and Drug Administration; “EMA”: European Medicines Agency; “IFN-A”: Interferdn-

lambda.
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1.9 (extra). Breve revision anatomohistélogica del higado.

No se podria considerar la introduccién como completa sin unas pinceladas
anatdmicas e histoldgicas del higado, teniendo en cuenta que parte de los experimentos
se ha efectuado sobre biopsias de higado humano. Se dard a las descripciones un leve

cardcter funcional o fisioldgico.

El higado, que ocupa el espacio subfrénico derecho, es el érgano mds voluminoso
del organismo humano, con un peso de unos 2.300 g en el adulto vivo [*?8, La sangre
entra principalmente por la vena porta, cuyas sucesivas ramificaciones se acaban
incorporando a estructuras muy distintivas denominadas tractos portales. Tras
atravesar el higado a través de los sinusoides hepaticos, donde tienen lugar las funciones
hepaticas, la sangre se va recogiendo hacia las vénulas terminales (“venas
centrolobulillares”) para llegar posteriormente a las venas suprahepaticas, y finalmente
a la vena cava inferior. La contribucién de la sangre proveniente de la arteria hepatica
es considerablemente menor, tanto por flujo como cualitativamente. Por ultimo, una
red de canaliculos biliares, que tras ir aumentando de calibre, terminan en ultima

instancia en el colédoco, sirven para drenar la bilis producida en los hepatocitos %%,

Si nos centramos en los tractos portales, éstos estan formados primariamente por
las ramas portales junto con la envuelta de tejido conjuntivo que las protege. Pero en
dichos tractos no sdlo encontramos las ramas portales, sino que las ramas de las arterias
hepaticas y conductos biliares viajan en el mismo “paquete”, formando la denominada
triada portal. A los tractos portales mas pequefios, que son los que generalmente
pueden verse en una biopsia, cortados de través, se les llama espacios porta. Todos los
espacios porta estan rodeados de parénquima hepatico dispuesto en laminas de 1-2
hepatocitos de grosor, las cuales delimitan los sinusoides hepaticos. A este nivel se
puede definir la unidad funcional del higado, que es el lobulillo hepatico seglin un
modelo, y el acino de Rappaport segln otro. Cada lobulillo hepatico, que es mas bien
virtual que anatdmico, estd compuesto por una vena centrolobulillar y todos aquellos
espacios porta y sinusoides que drenen en la misma. La estructura del acino de
Rappaport se centraria en el espacio porta, y consideraria todo el parénquima que drena
la sangre desde él hasta las venas centrolubulillares circundantes. Ambos puntos de vista

son en realidad complementarios, aunque actualmente se considera al acino de
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Rappaport como la unidad mas util. En cualquier caso, los elementos histoldgicos siguen

siendo los mismos y siguen funcionando de igual manera.

Las diversas patologias hepaticas pueden dar multitud de lesiones o hallazgos
distintivos en cualquiera de los elementos que componen los lobulillos o acinos

hepaticos, en diversas combinaciones entre si, y pueden ser mds o menos especificas.

Figura 16. (A) Microfotografia mostrando una vena centrolobulillar (van Giesen, x200). (B) Microfotografia con
varios espacios porta normales, cada uno con su rama de la vena porta y de la arteria hepdtica, y su conductillo
biliar (hematoxilina-eosina, x200). (Fuente: modificado de Geller et al., 2009).
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2. Hipétesis y objetivos

El VHC supone un problema médico muy relevante a nivel mundial, con una
prevalencia de infeccion aproximada superior a los 180 millones de pacientes y una tasa
de incidencia de muertes de unas 350.000 por persona por ano. Con estas cifras, y
teniendo en cuenta la progresion natural de la infeccion, no es de extraiar que se haya
convertido en la primera causa de trasplante hepatico en todos los continentes.

En los Ultimos ainos han visto la luz los primeros tratamientos antivirales con AAD,
frecuentemente en terapias sin IFN, que estan siendo muy efectivos. Sin embargo, cabe
hacer dos matizaciones. Aun en la actual época de tratamiento con AAD, nuestro
conocimiento pormenorizado del ciclo del VHC sigue siendo limitado. Sélo con
conocimiento, a poder ser traslacional, se lograra mejorar mas la situacion actual y dar
por acabada la carrera hacia la erradicacidon. No hay que olvidar que con las terapias sin
IFN, basadas en farmacos con dianas viricas, existe el riesgo de resistencias. Por otro
lado, los tratamientos actuales son caros y todavia poco extendidos, por lo que en
muchos paises se ha de tratar a los pacientes con regimenes basados en IFN, que tienen
unos perfiles de seguridad y eficacia claramente mejorables, y en los que encontrar
factores que permitan optimizar el tratamiento sigue siendo fundamental. Este Ultimo
hecho es particularmente relevante en los pacientes con TH, en los que la infeccién
progresa aceleradamente.

La infeccidn por el VHC depende fisiopatoldgicamente de numerosos factores, tanto
viricos como relacionados con el hospedador. Aunque generalmente se ha puesto el
acento en los primeros, los factores del hospedador son fundamentales tanto para
comprender los mecanismos del ciclo viral —la base para desarrollar nuevos farmacos-
como para disponer de factores predictivos de respuesta al tratamiento.

Entre algunos de los factores del hospedador menos conocidos se encuentran los P-
bodies y los GE. Su importancia es, en cambio, capital, pues publicaciones recientes
indican que el VHC selecciona cuidadosamente algunos de sus componentes y manipula
sus cinéticas naturales en beneficio propio. Estas alteraciones mostradas por las células
infectadas no dejan de ser paraddjicas, pues la maquinaria de la que los P-bodies y GE
forman parte se encuentra dedicada al secuestro e incluso degradacién del ARNm.
Llama la atencién pues que un virus de ARN que se traduce como si de un ARNm se
tratase, utilice parte de esta peligrosa maquinaria con la precisidn suficiente como para

no ser degradado. No se han logrado nunca estudiar estas alteraciones in vivo, y aun
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menos en humanos, por lo que su anadlisis podria ser clave para comprender las
consecuencias a largo plazo de la infeccidon, o incluso para desarrollar nuevos farmacos
antivirales.

Por tanto, la HIPOTESIS 1 de trabajo es:

El VHC induce en el higado del hospedador humano cambios
intracelulares especificos en los P-bodies y GE.

Los OBJETIVOS para esta hipétesis son:

1. Caracterizar la distribucién de P-bodies en higados de pacientes infectados y no
infectados por el VHC, comparandolas entre si y con los resultados previos in
vitro.

2. Sentar con ello las bases para investigacion aplicada en el futuro.

Si volvemos la mirada a otros factores del hospedador no menos importantes,
podremos comprobar el gran peso de la inmunidad innata. Los ultimos afios han visto
un salto considerable hacia la medicina personalizada con el descubrimiento de los SNP
de la IL-28B (rs8099917 y rs12979860). Estos se han consolidado como los factores
predictivos mas importantes de aclaramiento espontdneo del virus y de respuesta al
tratamiento con IFN, e incluso se les ha concedido algin papel en los tratamientos con
AAD. El presente grupo de investigacién fue uno de los pioneros en demostrar la
complejidad de su influencia en el contexto del TH (segun las combinaciones entre el
genotipo del injerto y del receptor), poblacién que sufre recidiva universal de la
infeccion. En este grupo de pacientes, predecir la respuesta es particularmente
importante, dado que los perfiles de eficacia y seguridad son especialmente
desfavorables, y la progresion de la enfermedad, acelerada. Pero ademas,
recientemente se ha descrito un nuevo SNP (ss469415590, nombrado definitivamente
como rs368234815) en una regidn cercana, cuya potencia parece mayor que rs8099917
y rs12979860. También se le conoce como el polimorfismo del IFNL4. Su papel en el TH

esta por definirse.
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Por lo tanto, la HIPOTESIS 2 de trabajo es:

El SNP rs368234815 (IFNL4) es un factor predictivo
importante para la respuesta al tratamiento del VHC en los
pacientes sometidos a TH.

Los OBJETIVOS para esta hipétesis son:

1. Estudiar la influencia del SNP rs368234815 en la respuesta al tratamiento
antiviral en biterapia de pacientes TH con recidiva del VHC.

2. Correlacionar estos resultados con los genotipos de los anteriores SNP en los
mismos pacientes, y comprobar qué SNP tiene un valor predictivo mas potente

en esta poblacién.
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3. Resumen de los resultados

3.1. TRABAJO 1: Estudio de los P-bodies en higados de pacientes infectados
por el virus de la hepatitis C.
N Este trabajo se corresponde con el articulo “Hepatitis C virus

infection inhibits P-body granule formation in human livers”,
disponible en el

Para la elaboracién de este primer trabajo, se seleccioné un total de 55 pacientes
atendidos en el Hospital Clinic de Barcelona entre 2002 y 2013. Esta muestra se puede
dividir en 4 cohortes principales: 19 pacientes inmunocompetentes con infeccion
cronica por VHC, y con biopsia hepatica efectuada antes de iniciar tratamiento. La
mayoria de estos pacientes presentaba caracteristicas tipicas de hepatitis créonica con
un grado variable de necroinflamacion periportal y/o lobular. Como grupo control
negativo para VHC, se selecciond a 10 donantes sanos para TH de donante vivo, todos
los cuales se habian sometido a biopsia hepatica antes de la donacién. Para comparar
los hallazgos sobre higado infectado por VHC con los hallazgos sobre higado infectado
por otra hepatitis virica, se eligieron 8 pacientes con infeccidn cronica por virus de la
hepatitis B (VHB). La mayor parte de estos pacientes tenian caracteristicas histoldgicas
de hepatitis crénica. Para estudiar una posible influencia de la inflamacién per se sobre
los P-bodies, se seleccionaron 10 pacientes con TH, negativos para VHC y VHB, con
cambios inflamatorios en la biopsia hepatica por causas no viricas, fundamentalmente
por rechazo. La mayoria de éstos mostraba infiltrados inflamatorios linfoides portales
asociados a un grado variable de inflamacién lobulillar. Se estudiaron otros 3 grupos de
pacientes: para evaluar la reversibilidad de los cambios en los P-bodies, también se
seleccioné a 3 pacientes tratados y curados del VHC post-TH, de los cuales habia
disponibles biopsias de antes y después del tratamiento. Con el fin de valorar los
cambios de los P-bodies en la infeccidén aguda, seleccionamos a otros 3 pacientes con
recidiva post-TH del VHC que se habian biopsiado en fase de hepatitis aguda (0,5 y 6
meses). Por ultimo, se hicieron estudios de colocalizacién de las proteinas core y DDX6
en biopsias obtenidas de 2 pacientes con recidiva del VHC post-TH y carga viral muy alta
(alrededor de 8 logio Ul/mL), aprovechando la técnica desarrollada previamente por

nuestro grupo de investigacion.
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Todas estas biopsias, parafinadas, se procesaron, se hicieron tinciones de
diversas proteinas por medio de inmunofluorescencia indirecta, y se analizaron

mediante microscopia confocal, para obtener los siguientes resultados:

3.1.1. Disminucion especifica de la abundancia de P-bodies en higados de

pacientes infectados por el virus de la hepatitis C.

Se tifieron las biopsias de los 19 pacientes infectados por el VHC y las 10 de
donantes sanos para detectar los componentes DDX6 y Dcpl, propios de los P-bodies.
Independientemente del genotipo y del grado de inflamacién, el nimero de P-bodies
con DDX6 y Dcpl por hepatocito se redujo en 2 y 10 veces respectivamente, al comparar
las tinciones de los pacientes infectados con los donantes sanos (p < 0,05) ( ).
Al tedir las biopsias de los 8 pacientes con VHB y de los 10 pacientes con TH no
infectados, no se observd una disminucion significativa de DDX6 ni de Dcpl. De hecho,
DDX6 aumentd ligeramente en los pacientes con VHB (p < 0,05). Por lo tanto, las

alteraciones observadas son especificas de la infeccién por VHC.

Control sano

Figura 17. La infeccion por virus de la hepatitis C redujo el nimero de P-bodies comparado con donantes sanos. VHC:
“Virus de la hepatitis C”.

3.1.2. El efecto del virus de la hepatitis C sobre los P-bodies ocurre tanto en

fase aguda como cronica, y revierte con la respuesta viral sostenida.

Se analizé longitudinalmente el comportamiento de DDX6 y Dcpl en los 3

pacientes TH con biopsia antes del tratamiento y tras la RVS. Efectivamente, antes del
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tratamiento se observd una disminucién en ambos componentes comparable a las
descritas en el apartado previo. Tras la RVS, en cambio, estos marcadores se
recuperaron en una magnitud igualmente comparable. Asimismo, al tefiir las muestras
de los 3 pacientes con recidiva post-TH en fase aguda, se vieron las mismas reducciones

en el nimero de DDX6 y Dcpl que en los 19 infectados cronicamente.

3.1.3. Los P-bodies de las células somaticas son mas heterogéneos in vivo de

lo descrito in vitro

Inesperadamente, se observé que en los hepatocitos de nuestras biopsias, DDX6
y Dcpl no colocalizaban, a diferencia de lo que se habia publicado previamente in vitro,
y que se daba por hecho. Por otro lado, estirpes celulares no hepatocitarias, como
pueden ser los linfocitos, si presentaban colocalizaciéon. Por tanto, los P-bodies, al menos
en cuanto a estado de acumulacién detectable, parecen mas heterogéneos de lo que se

pensaba, mostrando especificidad celular.

3.1.4. El analisis en 3 dimensiones de hepatocitos individuales corrobora la

disminucidn de P-bodies observada a un nivel histolégico global.

Dado que los analisis previos se efectuaron sobre un solo corte del microscopio
confocal, y que esta técnica podria estar sesgada por distribuciones asimétricas de los
P-bodies dentro de cada hepatocito, se llevaron a cabo analisis celulares individuales con
reconstrucciones volumétricas. Se procedié a tefir las proteinas core y DDX6 en las
muestras de los 2 pacientes con recidiva post-TH y alta carga viral. De este modo, podia
restringirse la cuantificacion de DDX6 especificamente a las células infectadas por el
VHC. Y el resultado fue concordante con todo lo anterior: se observé una disminucién
de DDX6 a la mitad con respecto a los hepatocitos de los donantes sanos. Llama la
atencién que tanto haciendo andlisis en 3 dimensiones como en monocorte, no se
hallaron diferencias significativas entre los hepatocitos con core positivo y el resto de
hepatocitos, dentro de la misma biopsia de cada paciente infectado. Otro hallazgo
llamativo fue que DDX6 no colocalizaba con la proteina core del VHC, a diferencia de

algln estudio previo in vitro.
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3.2. TRABAJO 2: Estudio de los polimorfismos del interferon-lambda 4 en
pacientes trasplantados, tratados de recidiva post-trasplante del virus de la
hepatitis C.

N Este trabajo se corresponde con el articulo “IFNL4 polymorphism

predicts response to hepatitis C treatment after liver
transplantation”, disponible en el

Para este segundo trabajo, se selecciond una cohorte de 136 pacientes tratados
entre 2000 y 2009 con terapia doble (IFN + RBV) por recidiva post-TH del VHC. De este
grupo, se seleccionaron 86 pacientes monoinfectados por VHC genotipo 1 con muestras
tisulares tanto de donante como receptor. Estas muestras eran biopsias hepaticas
parafinadas, obtenidas en el momento de la reperfusidon (donantes) o de los explantes
(receptores). Se extrajo el ADN gendmico, y sobre éste se determinaron los genomas de
los SNP rs12979860 y rs8099917 mediante ensayos con sondas TagMan®, y de

rs368234815 por secuenciaciéon directa.

De los 86 pacientes, 26 (30%) alcanzaron la RVS post-TH. El genotipo de
rs368234815 se logrd secuenciar en 86 receptores y 75 donantes. El de rs12979860 se
obtuvo en todas las parejas donante-receptor, y el de rs8099917, en 83 receptoresy 77
donantes. No se encontraron asociaciones estadisticamente significativas entre la
respuesta al tratamiento y ningun parametro clinico, probablemente por el pequefio

tamano muestral.

3.2.1. Distribucion del genotipo de rs368234815 (IFNL4) en los receptores y

sus donantes.

Las distribuciones de los 3 posibles genotipos fueron significativamente diferentes
entre los receptores y sus respectivos donantes. Los receptores mostraron un
enriquecimiento marcado de genotipos desfavorables TT/AG y AG/AG: 57% y 21% en
receptores versus 36% y 4% en donantes, respectivamente (p < 0,001). En contraste, los
donantes mostraron una frecuencia significativamente superior de genotipos favorables
TT/TT (60% versus 22%). Dado que los SNP del IFNL3 rs12979860 y rs8099917 estan en
desequilibrio de ligamiento con rs12979860, su distribucion fue claramente paralelaala

de este ultimo.
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3.2.2. Asociacion del polimorfismo rs368234815 (IFNL4) con la respuesta al

tratamiento seglin donantes y receptores.

El genotipo TT/TT de rs368234815 del receptor se asocio con la RVS (p = 0,024) al
compararlo con los 2 genotipos desfavorables (con alelos AG). Al hacer la misma
comparacion con el genotipo del donante, aunque los pacientes que recibieron un
injerto TT/TT presentaron mayor RVS que los que recibieron un injerto con genotipo
desfavorable (indistintamente del genotipo del receptor) no se alcanzé la significacion
estadistica (p = 0,313). Al evaluar las respuestas rapida y precoz (a las 4 y 12 semanas de
tratamiento, respectivamente), se mantuvo la asociacién con el genotipo favorable del
receptor (p =0,033 y p <0,001 respectivamente). De nuevo, el genotipo del donante no

se asocid a dichas respuestas rapida y precoz.

No obstante, dado que separar donante y receptor es artificioso porque ambos
trasfondos genéticos conviven en el mismo paciente, que es el que se trasplanta, se
consideraron las combinaciones de genotipos por parejas donante-receptor.
Efectivamente, la combinacion favorable-favorable del SNP de IFNL4 se asocié a RVS (p
=0,002) por encima del resto de combinaciones. Se obtuvieron resultados muy similares

con los SNP de IFNL3. Lo mismo ocurrié con las respuestas rapida y precoz.

3.2.3. Utilidad del polimorfismo rs368234815 (IFNL4) para predecir la respuesta

al tratamiento.

Sobre todo en los pacientes de origen africano, se habia descrito una asociacién
mas intensa con la RVS para rs368234815 que para rs12979860 y rs8099917. En nuestra

poblacién, fundamentalmente caucasica, no se encontré un beneficio sustancial en

potencia predictiva al comparar rs368234815 y rs12979860 ( ).
SNP RO IC 95% Valor de p
rs368234815 (IFNL4) 8,627 (2,056 - 23,198) 0,003
rs12979860 (IFNL3) 8,565 (2,023 - 35,245) 0,003
rs8099917 (IFNL3) 4,442 (1,561 - 12,638) 0,005

Tabla 2. Valor predictivo de respuesta viral sostenida para los 3 SNP, calculado mediante regresion logistica binaria.
SNP: Single nucleotide polymorphism. RO: Razén de odds. IC 95%: Intervalo de confianza al 95%.
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4. Discusion

Como ya se ha expuesto de manera amplia y pormenorizada, recordamos que la
infeccidn por VHC constituye un problema mundial de primer orden, siendo la primera
causa de trasplante hepatico en todos los continentes en los que hay desarrollo médico
suficiente. Se trata de un patégeno muy adaptado a la infeccién en humanos,
probablemente durante miles de afios en formas endémicas, que coincidiendo con la
progresiva globalizacién del ultimo siglo, se ha extendido hasta tomar dimensiones
pandémicas. A priori, y dado el caracter crénico de la infeccidon, parece que la inercia
adquirida en estas décadas no va a frenarse facilmente, por lo que aun se espera un

aumento de sus complicaciones a largo plazo.

El ciclo del VHC, extraordinariamente complejo y aun con dareas de incertidumbre,
esta intimamente ligado a los procesos y elementos del propio hospedador. Estos son
de capital importancia en todas las fases del ciclo virico (entrada y desencapsidacion,
transcripcién, replicacion, ensamblaje y liberacién). Por ello, aunque los modernos
tratamientos con AAD se hayan centrado en las dianas viricas, hay un amplio margen de
estudio para los factores relacionados con el hospedador. La importancia del
conocimiento del ciclo del VHC en la mayor profundidad posible no es un asunto
puramente académico. La Medicina actual ha logrado unas cotas de desarrollo sin
parangdén gracias a su apoyo en la Ciencia basica, constituyendo lo que se ha venido a
denominar Medicina Traslacional. De este modo, se logra dar respuesta mediante
metodologia de laboratorio a problemas que surgen a pie de cama. Precisamente, un
ejemplo brillante son los tratamientos antivirales actuales, con porcentajes de RVS
superiores al 90-95% en la mayor parte de poblaciones de pacientes. Por lo tanto, el
conocimiento es la Unica arma efectiva contra la enfermedad, y aun en la actual época
de optimismo contra la infeccion por VHC, la erradicacién no parece muy cercana.
Conocer mejor los elementos del hospedador implicados en el ciclo nos sigue
permitiendo buscar factores predictivos, y también desarrollar nuevos tratamientos que
no estén lastrados por el riesgo de sustituciones asociadas a resistencia en el genoma

del VHC.

En esta tesis, utilizando la Medicina Traslacional, se han estudiado 2 elementos clave

del hospedador: los P-bodies y los SNP asociados a IFNL4 e IFNL3.
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Respecto de los P-bodies, se puede decir que los estudios in vivo son esenciales para
comprender en profundidad la compleja interaccién patogénica entre VHC y hepatocito.
Asi, en nuestro trabajo reportamos que la infeccién por VHC deteriora la formacién de
P-bodies en hepatocitos de higado humano independientemente del genotipo, grado de
inflamacidn, estadio de fibrosis, o si en definitiva, la infeccion es aguda o crénica. Estas
alteraciones observadas fueron especificas del VHC, pues no se observaron reducciones
significativas en pacientes infectados por el VHB o con cambios inflamatorios no
relacionados con infeccidn virica. Ademas, el nUmero de P-bodies se recuperd una vez
alcanzada la RVS con tratamiento antiviral, lo cual refuerza la especificidad del VHC.
Resulta interesante que el nimero de P-bodies por hepatocito fuese muy heterogéneo
entre individuos, comprendiendo un amplio rango de valores en donantes sanos,
pacientes infectados por VHB y pacientes con inflamaciéon no causada por virus. De
cualquier modo, ese rango se estrechd muy considerablemente en los pacientes
infectados por VHC, indicando que su infeccién era un factor decisivo en los fendmenos

observados.

Una observacioén inesperada fue la heterogeneidad in vivo de los P-bodies. Hasta
donde sabemos, todos los estudios previos sobre P-bodies en células somaticas se
habian llevado a cabo sobre lineas celulares in vitro. En ellas, DDX6 y Dcpl, que son dos
componentes ampliamente usados para visualizar los P-bodies, siempre colocalizaban
(1491 En cambio, no apreciamos colocalizacién alguna de estos dos componentes dentro
de los hepatocitos de nuestras muestras, en ninguno de los grupos estudiados. Una
composicidn variable de los P-bodies entre distintos tipos celulares podria reflejar sus
respectivas diferencias y particulares necesidades de regulacién 2%, Actualmente, no
se sabe si se trata de una caracteristica exclusiva de los hepatocitos (los linfocitos, por
ejemplo, si mostraban colocalizacién entre DDX6 y Dcp1), o si se podria ver también en
otras estirpes celulares. Otra observacion en conflicto con la literatura previa publicada
a partir de experimentos sobre cultivo celular, fue la no colocalizacién entre DDX6 vy la
proteina virica core. Un estudio previo determind que se producia un secuestro de DDX6
(entre otros componentes de los P-bodies), hacia las GL, lugar en el que esta proteina
colocalizaba con core del VHC de la estirpe JFH1 %8, Sin embargo, en otro estudio con

la estirpe Jcl no se aprecid este hallazgo *°l. Estos resultados en conflicto podrian
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reflejar diferencias en las dinamicas entre DDX6 y core de las dos estirpes viricas. Por
ultimo, otra observacion interesante es que los P-bodies con DDX6 y con Dcpl tuvieron
comportamientos diferentes entre si segln las condiciones. En los hepatocitos de
pacientes infectados por el VHB, el nUumero de P-bodies con DDX6 se incrementd en
relacion con los de los donantes sanos. Esto contrasta con que los hepatocitos de los
pacientes infectados por el VHB mostraron una tendencia a la baja de los P-bodies con
Dcpl, de nuevo al compararlos con controles sanos. Aunque desconocemos las causas
de estos comportamientos diferenciales, éstos podrian reflejar una especializacién en
los P-bodies. Tomando en su conjunto todas las observaciones acerca de la portentosa
variabilidad de los P-bodies segun el tipo celular, e incluso entre distintas células del
mismo tipo, vemos que la complejidad de estos orgdnulos sube a un nuevo nivel, hecho

que merece nuevos estudios.

La reduccion en el nimero de los P-bodies podria tener efectos importantes para la
biologia de la célula. Los componentes de los P-bodies estan en un equilibrio dindmico
entre la solubilidad dispersa y los granulos diferenciados, y por tanto, una reduccién en
el nimero de granulos se traduce en un aumento de componentes dispersos por el
citosol 127:201 Dado que los componentes de los P-bodies incluyen multiples proteinas
gue controlan la degradacidn y silenciamiento del ARNm, el transcriptoma y traductoma
podrian desregularse, y en consecuencia, verse alterada la expresion génica. En la
infeccion crénica, la reduccidn de P-bodies ocasionada por el VHC podria resultar en una
alteracion de la expresidn génica a largo plazo que podria contribuir a la patogenia de
las complicaciones tardias. En linea con esta argumentacidn, la sobreexpresiéon de DDX6

se ha asociado al cancer en diversos estudios 139,

Aun no se comprende del todo el cémo y el porqué de esa disrupcion de los P-bodies
provocada por el VHC. Hay datos previos sobre lineas celulares de hepatoma que apoyan
la hipdtesis de que el VHC produciria estos efectos a base de secuestrar componentes
de los P-bodies, o bien de modificar componentes clave para la formacidn de los mismos.
Lsm1-7, Patl y DDX6 son 3 componentes fundamentales de los P-bodies con un papel
muy importante en la degradacién del ARNm. El VHC necesita estos factores y los
redirige para cumplir un papel en su ciclo, probablemente en la traducciéon y replicacién

[148,149] ' Al mismo tiempo, el VHC podria beneficiarse de la disrupcién subsecuente en
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los P-bodies, dado que éstos se han relacionado también con la inmunidad innata 116,
Resulta intrigante que la reduccién de los P-bodies inducida por el VHC in vivo fuese
similar en las células positivas para core que en las negativas. Es posible que niveles de
replicacion muy bajos con replicacidon indetectable sean suficientes para causar una
disrupcion en los P-bodies, o incluso que las células infectadas por el VHC pudieran
inducir dicha disrupciéon en sus compaferas circundantes a través de mecanismos
desconocidos por ahora. Esta ultima hipdtesis podria verse apoyada por algun estudio

reciente sobre la perturbacién de la zonacién hepatica en higados infectados por VHC

[202]

Desde luego, estos estudios son el primer andlisis pormenorizado in vivo que se hace
sobre P-bodies, y una demostracion directa de que puede existir relacion patogénica

entre ciertas enfermedades y estos granulos.

Cerrando el bloque de los P-bodies, pasamos a discutir sobre los SNP asociados a
IFNL4 e IFNL3. A este respecto, se puede decir que el TH es un entorno privilegiado para
estudiar las interacciones entre VHC y hospedador, debido a una serie de caracteristicas
especiales, como el hecho de tener bien definido el momento de la infeccidn, o que el
organo infectado y el paciente puedan diferenciarse por proceder de individuos
distintos. Pero ademas, los pacientes trasplantados con recidiva por VHC constituyen
una poblacién especial en la que los tratamientos basados en IFN son particularmente
mal tolerados y poco efectivos. Algunos estudios han investigado el papel de los SNP
asociados a IFNL3, pero ninguno ha centrado su atencion en el novedoso rs368234815
antes que el presente trabajo [7> 1861881 Con nuestros resultados demostramos que, al
igual que los SNP asociados a IFNL3, rs368234815 tiene una fuerte influencia sobre la
respuesta al tratamiento antiviral post-TH con PEG-IFN y RBV. Dado que los 3
polimorfismos se encuentran en marcado desequilibrio de ligamiento, IFNL4 se
correlaciond muy bien con los del IFNL3. Como cabria esperar de una poblacién
eminentemente caucdsica, la coincidencia entre los genotipos de rs368234815 y
rs12979860 fue casi completa, siendo levemente inferior al compararse con rs8099917.
De manera similar a los SNP asociados a IFNL3, los receptores mostraron una frecuencia

mayor de genotipos desfavorables de IFNL4 al compararlos con los donantes [75 186-189],
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Presumiblemente, esto seria consecuencia de una selecciéon en base a su respuesta

inmune menos eficiente contra el VHC, tanto en fase aguda como con el tratamiento.

En un primer analisis, el genotipo del receptor parecia tener un papel determinante
en lograr la RVS post-TH, mientras que el del donante parecia tener un peso mas
modesto. De hecho, el genotipo del receptor se asocid significativamente con la cinética
viral durante el tratamiento. Por otro lado, la combinacién de genotipos favorables
simultaneamente en donante y receptor, se asociod a dicha cinética y a la RVS: aquellos
receptores con genotipos favorables de IFNL4 que también recibieron un injerto de un
donante con genotipo favorable, alcanzaron las respuestas rapida, precoz y sostenida
mas frecuentemente que los que recibieron injertos con genotipos desfavorables. Todos
estos hallazgos estdn en absoluta congruencia con lo previamente publicado sobre
rs12979860 y rs8099917 [75 186, 1871 por otro lado, también apoyan que el acervo
genético del donante tenga un efecto positivo en la sensibilidad al tratamiento,

evidenciando la bella complejidad de la coexistencia de dos trasfondos genéticos.

Se ha descrito que el SNP de IFNL4 tiene un valor predictivo mayor que los SNP
asociados a IFNL3, particularmente en pacientes de origen africano [37:170,171,175,203] gjp
embargo, algun trabajo posterior en pacientes caucdsicos no encontré un beneficio
sustancial en usar rs368234815 en vez de rs12979860 189, Otro estudio con pacientes
japoneses, llegd a resultados muy parecidos con rs8099917 [172], En esta tesis se calculd
la razén de odds de los tres SNP, y aunque ésta fue ligeramente superior para IFNL4, la
diferencia es tan pequeiia que nos parece clinicamente irrelevante ( ),
especialmente cuando el genotipado de los SNP asociados a IFNL3 esta ya establecido
en la practica clinica. De cualquier modo, la utilidad de estos 3 SNP no deberia
subestimarse en el actual momento de optimismo en el que los regimenes sin IFN
ofrecen tan buenos resultados. Por un lado, se ha descrito una influencia de
rs368234815 en la respuesta al tratamiento de pacientes tratados con Sofosbuvir sin IFN
(2041 por el otro, hay que tener en cuenta que los modernos regimenes libres de IFN se
estdn pudiendo costear en una minoria de paises, y en la mayor parte de esos casos, no
sin un sinfin de problemas econdmicos y administrativos. Por lo tanto, se siguen
empleando tratamientos basados en IFN en una proporcidn significativa de naciones, en

los que estos SNP tienen un papel importante.
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4. Discusion

En cualquier caso, nuestros hallazgos sobre la contribucion de donantes y receptores
a larespuesta al tratamiento, concordante para los SNP asociados a IFNL3 e IFNL4, traen
a colacién consideraciones mdas amplias sobre la interaccion VHC-hospedador. Los
pacientes trasplantados muestran una mezcla de acervos genéticos en la que casi todas
las células parenquimatosas hepdticas vienen del donante, pero el injerto se ve
rapidamente poblado por células procedentes del receptor, tanto linfocitos como otras
estirpes (5681 Para una mejor comprensién de las implicaciones que esta singularidad
comporta, se puede tomar un punto de vista mas bien molecular: la primera publicacién
sobre la influencia del SNP rs368234815 en la respuesta al VHC sugeria una via
completamente nueva en la inmunidad innata a través de la novedosa proteina IFN-A4
[37], Los estudios posteriores aportaron mas informacion acerca del pseudogen vy la
proteina, mostrando que aunque IFN-A4 presente actividad in vitro sobre células
derivadas de hepatocitos y de epitelio bronquial, parece tener desventajas frente a otros
como IFN-A3 (6% En las PBMC, en cambio, el genotipo de IFNL4 se correlacioné con los
niveles de expresion de IFN-A3 e IP-10 (79, Por dltimo, hay estudios previos sobre los
SNP asociados a IFNL3 y los niveles de ISG, con correlaciones distintas segun la linea
celular (hepatocitos, células de Kupffer o PBMC). Integrando todos estos trabajos, es
posible sustentar la hipdtesis de que la influencia de rs368234815 podria tener
mecanismos diferentes segln el tipo celular. Por tanto, atendiendo a la interaccién tan
compleja entre células parenquimatosas hepaticas y del sistema inmune para donante
y receptor, se podria justificar esa contribucidn diferencial de ambos individuos a la

respuesta post-tratamiento.
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5. Conclusiones

La infeccion por VHC deteriora la formacidn de P-bodies en hepatocitos de higado
humano. Esta alteracion es especifica del VHC, reversible tras la RVS, e
independiente del genotipo, grado de inflamacion, estadio de fibrosis, o si la

infeccion es aguda o crénica.

A diferencia de lo observado in vitro, los P-bodies muestran una distribucion
heterogénea, con una importante variabilidad tanto entre células de la misma
estirpe como de estirpes diferentes. Estas variaciones podrian reflejar las diversas

necesidades y especializaciones de cada célula o tipo celular.

La reduccidn en el nimero de los P-bodies podria tener efectos importantes para
la biologia de la célula, contribuyendo a la patogenia de las complicaciones que la

infeccién por el VHC produce a largo plazo.

La respuesta al tratamiento antiviral en la recidiva post-TH de la infeccién por VHC
es significativamente mejor en receptores de TH con genotipo favorable de
rs368234815 en comparacién con los que poseen un genotipo desfavorable. El

genotipo del donante también tiene un papel en dicha respuesta.

En nuestra poblacién de estudio, el valor predictivo de rs368234815 para predecir
la respuesta al tratamiento no aporta ventajas clinicamente significativas con

respecto al amplio uso de rs12979860, pese a su gran potencia.

El SNP rs368234815 y el resto de polimorfismos de IFNL4 todavia son importantes
en la actual era de AAD y tratamientos sin IFN, pues nos sigue permitiendo
comprender en mayor profundidad las interacciones entre VHC y hospedador. En
este sentido, receptor y donante de higado ofrecen perspectivas

complementarias.

En la infeccidn por el VHC, con una compleja interaccién entre virus y hospedador,
los factores dependientes del hospedador son de capital importancia,
mostrandose Utiles para comprender mejor el proceso y mejorar el manejo clinico

de los pacientes.
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Background & Aims: Decoding the myriad of interactions that
hepatitis C virus (HCV) establishes with infected cells is manda-
tory to obtain a complete understanding of HCV biology and its
associated pathogenesis. We and others have previously found
that HCV infection disrupts the formation of P-bodies in cell
culture. These are cytoplasmic RNA granules with key roles in
post-transcriptional regulation of gene expression. Therefore,
P-body disruption might have consequences beyond viral propa-
gation. However, whether P-body disruption occurs also in vivo is
unknown. Aim of this study was to address this important issue.
Methods: Formalin-fixed paraffin-embedded liver biopsies from
four groups of patients (healthy donors, patients with non-virus
related liver inflammation, HCV- and HBV-infected patients)
were immunostained to detect DDX6 and Depl, two core P-body
components. Changes in the localization of these proteins were
assessed by confocal microscopy.

Results: HCV  specifically inhibited P-body formation in
hepatocytes from human livers regardless of viral genotype,
inflammation grade or whether the infection was recent or long
established. Importantly, this alteration was reversed once HCV
was eliminated by therapy. Furthermore, we observed in vivo
an unexpected heterogeneity in P-body composition, which
might reflect functional specializations.

Conclusions: This is the first comprehensive in vive P-body
analysis that links a pathogenic condition to P-body alterations.
Because of their role in gene expression, the alteration of
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P-bodies should be further studied to understand fully complex
HCV-associated pathologies.

© 2014 European Association for the Study of the Liver. Published
by Elsevier B.V. All rights reserved.

Introduction

Hepatitis C virus (HCV) remains a major threat for human health.
Around 130-170 million people worldwide are chronically
infected and at high risk to develop liver fibrosis, cirrhosis and
hepatocellular carcinoma [1]. There is no vaccine against HCV
and the recently approved treatments, although increasingly
effective, are genotype specific, expensive, and present multiple
side effects and contraindications |2,3]. Thus, it is of interest to
expand the therapy options against HCV. For this reason, it is
necessary to gain a deeper knowledge of the HCV life cycle.

All steps of the HCV life cycle involve interactions between few
HCV components and a myriad of host factors. Over the last years,
major advances have been made in the identification of such
interactions using a robust HCV cell culture system that combines
Huh7 hepatoma cell lines [5] with a virus strain isolated from a
patient with fulminant hepatitis, a rare event in HCV infections
[4]. However, although very useful, this is an artificial system that
does not recapitulate the host environment faced by HCV in
chronic infected livers. Moreover, Huh7 cells are transformed cells
with an impaired innate antiviral response [6]. Consequently,
in vivo studies in infected human livers are essential to determine
the relevance of identified host-HCV interactions.

Cell compartmentalization ensures the timely and quantita-
tive provision of molecules in the cytoplasm of eukaryotic cells.
These compartments include the more classical membrane
organelles such as the endoplasmic reticulum, as well as the
more recently identified membrane-less RNA granules named
processing-bodies (P-bodies). By using the HCV cell culture sys-
tem we and others have shown that HCV not only manipulates
host membranes, but also P-bodies [7,8]. P-bodies are involved
in post-transcriptional regulation of gene expression. They are
highly dynamic and contain translationally silent mRNAs
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together with multiple proteins belonging to the mRNA decay
and silencing machineries [9,10]. Once in P-bodies, mRNAs can
be either degraded or stored for a later return into translation
[11-13]. To efficiently translate and replicate its RNA genome,
HCV hijacks the core P-body components PatL1, Lsm1-7, and
DDX6 (also referred to as Rck/p54), which are required for P-body
formation [14]. This is associated with a significant reduction in
the number of P-bodies within infected cells, presumably by
keeping the required components away from participating in
P-body formation (PatLl, Lsml1-7, and DDX6 expression
levels are not affected) [7,8]. Alterations in P-body composition
and formation might have consequences in vive beyond HCV prop-
agation. Indeed, such alterations not only have been connected to
other viral infections, but also to stress conditions and to cancer
[15-19]. However, as for HCV, all these connections have been
derived from indirect evidence and cell culture studies.

Here we show that HCV specifically decreases P-body abun-
dance in hepatocytes from human livers. This is the first in vivo
direct link between a pathogenic condition and P-body alterations.

Materials and methods
Patients

A total of 55 patients were selected for this study, all of them attending the
Hospital Clinic of Barcelona between 2002 and 2013. All patients provided
written informed consent to use their liver samples. Our study was approved
by the Ethics Committee of the Hospital Clinic of Barcelona, in accordance with
the guidelines set forth in the 1975 Declaration of Helsinki. Liver biopsies were
performed from patients when clinically indicated. Aiming at assessing changes
in P-bodies during HCV infection, we studied 19 HCV chronically-infected immu-
nocompetent patients with a liver biopsy done before antiviral treatment
(Table 1). Most of these patients showed typical histological features of chronic
hepatitis with variable degree of periportal and/or lobular necroinflammation.
For HCV-negative control group, 10 healthy donors for living donor liver

transplantation (designated as healthy donors in the main text) were selected.
To compare HCV infection with another viral hepatitis, we also enrolled 8
chronically hepatitis B virus (HBV)-infected immunocompetent patients with a
liver biopsy performed before antiviral treatment. Most of the HBV-infected
patients showed histological features of chronic hepatitis. In order to address a
possible influence of inflammation per se on P-bodies, we selected 10 HCV- and
HBV-negative liver transplant (LT) patients showing inflammatory changes at
the liver biopsy due to non-viral causes, mainly transplant rejection. Most of
the non-viral LT patients had portal lymphoid inflammatory infiltrates associated
with variable lobular inflammation. The clinical and histological characteristics of
the 3 control groups are summarized in Supplementary Table 1. To test the
reversibility of P-body changes after HCV clearance, we also selected 3 patients
who received antiviral treatment after LT and achieved a sustained virological
response (demonstrated by negative PCR tests immediately and at 6 months after
treatment). In this group, liver biopsies were obtained before and after HCV clear-
ance. To assess P-body changes in acute HCV infection, we selected 3 patients
with hepatitis C recurrence after LT who were biopsied during acute phase hep-
atitis (0.5 and 6 months after LT). Colocalization studies with HCV core protein
and DDX6 were performed in biopsies obtained from 2 patients with HCV recur-
rence after LT and very high viral load (7.7 and 8.0 log;e IU/ml, respectively).

Histopathological processing and diagnostic analysis of liver tissue samples

Tissue specimens were formalin-fixed, paraffin-embedded (FFPE) and stained
with hematoxylin-eosin and Mason's trichrome as routinely done for diagnostic
purposes in the Pathology Department of the Hospital Clinic of Barcelona.
Samples were analyzed by an expert liver pathologist (RM). Chronic viral
hepatitis was graded and staged by the METAVIR score system [20]. Routine
methods and scoring systems were used to characterize histopathological
findings according to other specific clinical conditions (e.g. Banff recommenda-
tions for rejection; Supplementary Table 1).

Indirect immunofluorescence

Five-micrometer sections were cut from paraffin blocks and mounted onto
charged slides. The slides were heated overnight at 37 °C and then subjected to
antigen retrieval using the PT Link automated system (Dako, Glostrup, Denmark).
Antigen retrieval conditions were high pH buffer, no preheat mode, target
retrieval mode at 97 °C for 20 min. The sections were afterwards blocked with
phosphate-buffered saline (PBS)/10% goat serum (Jackson ImmunoResearch, PA,

Table 1. Baseline characteristics of immunocompetent patients with chronic hepatitis C. All patients (n = 19) were biopsied before treatment as clinically indicated in
order to assess liver injury and fibrosis stage (METAVIR grade and stage, respectively). In this group, no specific association was found between P-body number and clinical

parameters.

Patient Age (years) Gender (M/F) HCV genotype Viral load (log,, IU/ml) AST/ALT (IU/ml) METAVIR grade METAVIR stage

P1 35 M 4 522 71/155 A2 F2
P2 36 M 1b 5.97 33/48 A0 FO
P3 54 = 1a 5.24 71/54 A1 F2
P4 45 M 1b 5.01 30/36 A0 FO
PS5 85 M 1b 5.05 152/203 A1 Fa4
P6 65 F 1b 5.79 73/94 A1 F2
P7 20 F 1b 4.40 66/158 A1 F2
P8 37 M 1b 6.04 114/262 A1 F2
P9 43 F 1b 5.18 67/138 Al F1
P10 33 M 3 5.77 40/64 A2 F4
P11 55 F 1b 6.03 73/60 Al F1
P12 23 F 1b 3.04 31/69 Al FO
P13 51 M 1b 6.33 39/70 A0 F1
P14 66 M 1b 5.72 2271322 A2 F3
P15 55 M 1a 6.31 73121 A2 F2
P16 29 M 4 517 39/45 A0 FO
P17 52 M 1b 6.72 144/196 A2 F4
P18 46 F 4 542 60 A1 F2
P19 47 M 2 2.33 45 A1 F2
M/F, male/female; AST, aspartate aminotransferase; ALT, alanine aminotransferase.
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USA) during 30 min. Incubation with primary antibodies was performed at room
temperature during 120 min. The primary antibodies used were 5 pg/ml rabbit
polyclonal anti-DDX6/rck (p54) (MBL, Nagoya, Japan), 1.3 pg/ml mouse monoclo-
nal IgG1 anti-DDX6 3D2 (Sigma-Aldrich, MO, USA), 0.8 pg/ml mouse monoclonal
IgG2a anti-Dcp1A 3G4 (Abnova, Taipei, Taiwan) and 1 pg/ml mouse monoclonal
1gG1 anti-core C7-50 (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA). After incubation with
the primary antibodies, sections were washed three times with PBS and incu-
bated with the secondary antibody for 1 h at room temperature. The secondary
antibodies used were 2 pg/ml Alexa Fluor® 647 goat anti-rabbit IgG and Alexa
Fluor® 568 goat anti-mouse IgG (Invitrogen, CA, USA). After the second incuba-
tion, 3 additional washes with PBS were performed and slides were incubated
for 5min with 1 pg/ml DAPI (Sigma-Aldrich, MO, USA) followed by three final
washes with PBS and one with deionized water. Finally, samples were mounted
with ProLong® Gold Antifade Reagent (Invitrogen, CA, USA).

Confocal imaging and data analysis

Images were acquired with a Leica TCS SP5 confocal microscope using a 63x 1.4-
NA PL APO objective (Leica Microsystems GmbH). For each liver biopsy 10 differ-
ent non-overlapping fields were analyzed. Portal spaces were systematically
excluded, avoiding areas of high lymphocyte concentration or poor DAPI quality
staining. In total, more than 200 hepatocytes were analyzed per biopsy. Image
processing and analysis to obtain the number and size of DDX6- and Dcp1-con-
taining P-bodies was performed with Fiji software [21]. Areas with liver sinusoids
and/or lipofuscin aggregates were excluded from the analysis by masking them.
The resulting images were processed by using a difference of Gaussians filter to
enhance structures within the range of the two Gaussians (sigma 0.5 and 2). Fil-
tered images were subsequently thresholded for P-body particles segmentation
and counting. The number of hepatocytes per field was obtained by counting
nuclei within a specified range in size (500-5000 pixels) and circularity (0.85-
1.00) and final values for P-body counts per hepatocyte were obtained from relat-
ing the number of P-bodies in each image to the number of hepatocytes. In the
indicated experiments, Z-stacks at the optimal Nyquist axial step size (0.13 um)
from at least 30 randomly selected cells under each condition were collected.
Stacks were analyzed to obtain P-body numbers in a similar way as described
above, yet using tools to process, threshold and count volumes instead of areas.
To perform 3D reconstructions, Z-stacks were deconvolved using Huygens Essen-
tial 4.1 software (Scientific Volume Imaging BV, Hilversum, The Netherlands) and
visualized with isosurfaces using Imaris 64x 7.6.4 software (Bitplane AG, Zurich,
Switzerland).

Statistical analysis

Mann-Whitney U test was performed when comparing quantitative variables in
unpaired groups. Wilcoxon signed-rank test was used to compare quantitative
variables in paired groups. A two-tailed p-value of less than 0.05 was considered
statistically significant. Data were analyzed with SPSS Statistics 20 (IBM) and
Prism 5.01 (GraphPad) software.

Results

HCV infection specifically decreases P-body abundance in livers from
chronically infected patients

We have previously reported that HCV utilizes P-body compo-
nents to propagate and induce granule disruption in cell culture
| 7,14]. These in vitro results encouraged us to investigate whether
HCV infection affects P-body formation in the liver of chronically
infected patients. For this, formalin-fixed paraffin-embedded
liver biopsies from HCV-infected patients (n=19, Table 1) and
healthy donors (n=10) were double immunostained to detect
the two core P-body components DDX6 and Dcpl. P-body detec-
tion was assessed by confocal microscopy (Fig. 1A). Regardless of
the infecting HCV genotype (1a, 1b, 2, 3 or 4) or the inflammation
grade, the abundance of P-bodies containing DDX6 and Dcpl
were reduced by ~2- and ~10-fold, respectively, in hepatocytes
from HCV-infected patients relative to hepatocytes from healthy
donors (Fig. 1B). The number of Dcp1-positive P-bodies in the
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biopsies from healthy individuals exhibited a wide variation
among samples that was narrowed down in the presence of
HCV infection.

To determine whether the observed alterations were HCV-
specific, we included in our study liver biopsies from patients
chronically infected with HBV (n=8) and from patients with
non-virus related inflammatory changes (n = 10). The first group
of patients allowed us to determine whether another virus infec-
tion that targets the liver could also lead to P-body disruption,
while the second group allowed us to address the putative role
of liver inflammation in P-body alterations. Importantly, no
decrease in the number of P-bodies containing DDX6 was
observed in liver biopsies from HBV-infected patients or with
non-virus related inflammatory changes. Likewise, the values
obtained for P-bodies containing Dcp1 in these patients were dis-
persed and no significant differences were observed when com-
pared to healthy donors (Fig. 1B). Thus in vivo HCV infection
specifically decreases P-body abundance.

The effect of HCV on P-body disruption occurs in both acute and
chronic infections and is reversed once HCV is eliminated by therapy

To assess whether a reduced P-body abundance is reversibly

linked to HCV infection, we longitudinally analysed P-bodies in
liver biopsies from chronically infected patients before and after

A

Healthy donor

50 .

s0{ —x

30

20

Foci number/cell
.
.
. q—';lo-g .
.
.

.
0¥ g o0 I8
) .
0 5 * v
£ 33 5§ £ 3 a8 §
@ v = = © n o = =
i} c [ c
= o = =
DDX6 Dcp1

Fig. 1. HCV infection specifically decreases the number of P-bodies compared
with healthy donors. Hepatic tissue was stained with antibodies to detect DDX6
(red) and Dcp1 (green). Nuclei were visualized using DAPI (blue). (A) Represen-
tative pictures from healthy donors and HCV-infected patients. Scale bar, 10 pum.
(B) Quantification of DDX6- and Dcp1l-containing P-bodies in healthy donors
(Healthy, n=10), HCV-infected (HCV, n=19), HBV-infected (HBV, n=8), and
HCV-negative patients with liver inflammation (Inflam., n = 10). Dots indicate the
median value per biopsy, horizontal red lines indicate the median for each group
of patients and vertical red lines the interquartile range. Statistical significance
was tested with Mann-Whitney U test. *p <0.05; **p <0.005; n.s., not significant.
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antiviral treatment (n = 3), once a sustained virological response
and thus viral clearance had been achieved. In all cases, the
number of P-bodies per hepatocyte containing DDX6 or Dcpl
increased upon viral clearance, reaching levels comparable to
the ones found in healthy donors (Fig. 2). Of note, although the
number of P-bodies per hepatocyte seemed patient specific, the
ratio between P-body numbers obtained before and after antivi-
ral treatment was similar among the three patients analysed.

To determine whether the HCV-induced changes in P-bodies
from hepatocytes require a chronic state of the viral infection
or also occur in acute states, we analyzed biopsies from liver
transplant patients with acute recurrent hepatitis C(n = 3), which
mimics the initial phase of the infection. In these biopsies the
number of P-bodies that contained DDX6 or Dcpl was similar
to the ones found in chronically infected patients (Fig. 2).

Collectively, although the amount of samples was limited,
these results support that HCV infection, acute or chronic, specif-
ically decreases P-body abundance and that this decrease is
reversed once HCV is eliminated by therapy.

In vive, P-body granules in somatic cells are more heterogeneous
than previously anticipated

The composition and formation of P-bodies in somatic cells
in vivo is mostly unexplored since available studies have focused
on cell culture systems [11,12]. Interestingly, analyses of the liver
images from confocal microscopy revealed unexpected peculiar-
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Fig. 2. P-body disruption occurs in acute and chronic HCV infections and is
reversed once HCV is eliminated. Hepatic tissue was stained as described for
Fig. 1A, and DDX6- and Dcpl-containing P-bodies were quantified in three HCV-
chronic infected patients (P1., P2, and P3.) before (B) and after (A) antiviral
treatment, as well as in three HCV-acute infected patients (P4, P5,, and P6,).
Displayed are the median values for each patient; error bars indicate the standard
error of the mean. Statistical significance was tested with Wilcoxon test.
“p <0.005.
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Healthy donor
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Fig. 3. Colocalization of DDX6 and Dcpl in hepatocytes and parenchyma-
infiltrating lymphocytes. Hepatic tissue was stained in healthy donors and HCV-
infected patients with antibodies to detect DDX6 (red) and Dcpl1 (green). Nuclei
were visualized using DAPI (blue). Scale bar: 10 pum. Indicated areas in the images
are magnified in the central columns.

ities. There was no colocalization of DDX6 and Dcp1 in hepato-
cytes in vivo although such colocalization is commonly
observed in hepatoma cell lines, like Huh7.5, used to study HCV
in vitro [7]. This lack of colocalization was hepatocyte-specific
since parenchyma-infiltrating lymphocytes of the same individ-
ual showed a strong colocalization of DDX6 and Dcpl (Fig. 3).
Thus, in vivo, P-bady granules seem to be more heterogeneous
than previously anticipated in vitro, and show cell-type specificity.

3D single cell analyses corroborates the P-body number decrease
observed at a global level in HCV-infected livers

Confocal analysis allows the acquisition of single cell sections. To
eliminate the possibility that the P-body changes in HCV chroni-
cally infected livers were due to alterations in P-body intracellu-
lar distribution, we carried out detailed single-cell 3D analyses.
Liver biopsies from patients with severe HCV recurrence after
liver transplantation were double immunostained for the HCV
core protein and the P-body component DDX6. Double staining
with the HCV core antigen ensured that only HCV-infected cells
were analyzed. The use of biopsies from liver transplant patients
with high viral load and, therefore, high HCV antigen levels
allowed us to overcome the experimental limitations of low
abundance of HCV antigens in infected cells and the unfavorable
imaging properties of the liver [22]. Z-stack images were
obtained and P-body abundance and intracellular localization
was evaluated and compared with that in hepatocytes from
healthy donors. DDXG6-containing P-bodies were reduced by
~2-fold in core-positive hepatocytes from HCV-infected patients
relative to hepatocytes from healthy donors (Fig. 4A). This value
parallels the one obtained with single stack analyses where
infected and non-infected hepatocytes are indistinguishable
(Fig. 1B). In line with this, when P-bodies were quantified in
core-negative hepatocytes, the average amount of DDX6-contain-
ing P-bodies per cell area was similar to the one in core-positive
hepatocytes. In addition, as it has been observed previously [22],
the 3D reconstruction of HCV-infected hepatocytes showed HCV
core proteins forming ring-like structures that surround lipid
droplets, the site of viral RNA encapsidation. In contrast to studies
in cell culture [8], DDX6 did not colocalize with HCV capsid pro-
teins (Fig. 4B).

Discussion

In vivo studies are essential to understand deeply the complex
interaction of HCV with the infected hepatocyte and the
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Fig. 4. 3D single cell analysis validates DDX6-containing P-body decrease
observed at a global level. Hepatic tissue was stained with antibodies to detect
DDX6 (red) and the viral protein core (green). Nuclei were visualized using DAP]
(blue). (A) DDX6 P-body number was quantified at a single cell level along the
Z-axis in healthy donors (Healthy, n=4)and in HCV core-positive (Core +) and
core-negative (Core —) cells from HCV-infected patients (HCV, n = 2). Horizontal
red lines indicate the median for each group of patients and vertical red lines
show interquartile range. (B) Z-stack images were 3D-segmented. Colocalization
between both markers was assessed in HCV-infected patients. Statistical signif-
icance was tested with Mann-Whitney U test. *"p <0.005; n.s. not significant.
Scale bar: 3 pm.

associated pathogenesis. In this manuscript we report that HCV
infection impairs P-body formation in hepatocytes from human
livers regardless of viral genotype, inflammation grade or
whether the infection is recent or long established. The observed
alterations are HCV-specific since no significant P-body reduction
was observed in chronically HBV-infected patients or in patients
with non-viral related hepatic inflammatory changes. Further-
more, the number of P-bodies was restored once the virus had
been eliminated by therapy, strengthening the notion that the
presence of HCV is required for P-body disruption to occur.
Interestingly, the number of P-bodies per hepatocyte was highly
heterogeneous among individuals covering a wide range of
values in healthy donors, HBV-infected, and non-viral related
liver inflammation patients. Nonetheless, in HCV-infected
patients this range was very narrow, indicating that HCV is a
decisive factor in P-body formation.

An unexpected observation in our study was the heteroge-
neous composition displayed by P-bodies in vivo. To our knowl-
edge all previous P-body studies in somatic cells have been
performed in cell lines. In these studies, colocalization has been
observed for DDX6 and Dcpl, two core P-body components
widely used to visualize P-bodies [7]. However, no colocalization
was observed in hepatocytes from both healthy donors and
HCV-infected patients, while lymphocytes surrounding these
hepatocytes showed clear colocalization patterns. The variable
P-body composition among cell types might reflect different cell
regulation requirements [23]. Currently, we do not know if this is
a special feature of hepatocytes or it is extended to other cell

7. Anexos
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types. Another observation in conflict with previous cell culture
data was the non-colocalization of DDX6 with the viral core
protein. Ariumi et al. determined that DDX6, among other P-body
components, were hijacked to lipid droplets where they colocal-
ize with the core protein from JFH1 HCV strain [8]. However, with
Jc1 HCV strain we failed to observe this colocalization in cell
culture [7]. These conflicting results might reflect differences in
the dynamicity of core and DDX6 interactions. Finally, another
interesting observation in hepatocytes is that DDX6-containing
and Dcpl-containing P-bodies behave differently under certain
conditions. In hepatocytes from HBV-infected patients the
number of DDX6-containing P-bodies was significantly increased
relative to hepatocytes from healthy donors. In contrast, hepato-
cytes from HBV-infected patients displayed a tendency to show
lower Dcpl-containing P-body numbers when compared to
healthy donors. Although the causes of these distinct behaviours
remain unknown, they might reflect a specialization in P-body
granules. Together, the observed heterogeneity in P-body compo-
sition among cell types and within a single cell opens a new level
of complexity that might reflect functional specializations, and
deserves further exploration.

The HCV-induced reduction in P-body numbers might have
profound effects in the biology of the cell. P-body components
are in a dynamic equilibrium between their granule and a soluble
localization in the cytosol, thus a reduction in the number of
P-bodies results in an increase of cytosolic P-body components
[24-26]. As P-body components include multiple proteins that
control decay and silencing of mRNAs, the transcriptome and
translatome are expected to be deregulated and consequently
gene expression altered. In chronic infections, HCV-induced
reduction in P-body numbers would result in a long-term alter-
ation of gene expression that might contribute to HCV-associated
pathogenesis. In line with this, overexpression of the core P-body
component DDX6 has been observed in hepatocellular carcino-
mas [18]. This overexpression is expected to alter the number
of P-bodies.

How and why HCV infection induces P-body disruption is not
completely understood. Qur data in hepatoma cell lines support
the hypothesis that HCV disrupts P-bodies by hijacking or modi-
fying core P-body components required for P-body formation
[7,8]. Lsm1-7, Pat1, and DDXG6 are three core P-body components
with a major role in decapping and decay of cellular mRNAs [27].
HCV needs these factors and redirects them for a role in the
viral life cycle to promote HCV RNA translation and replication
[14,28]. At the same time, viral reproduction may benefit from
the subsequent P-body disruption, since P-bodies have been
involved in innate immune responses [ 16]. Intriguingly, in vive,
the HCV-induced reduction in P-bodies was similar in core-posi-
tive and core-negative cells (Fig. 4A). Consequently, either very
low and undetectable HCV replication is enough to cause P-body
disruption or HCV-infected cells induce P-body disruption of sur-
rounding cells by unknown mechanisms. Interestingly, perturbed
metabolic zonation in HCV-infected livers has been recently
related to this last scenario [29].

In summary, this is the first comprehensive analysis of P-body
granules in vivo and a direct demonstration of a link between
a pathogenic condition and P-body alterations. Incorporating
P-bodies into the mechanistic framework of multifaceted disease
traits adds another level of complexity that should be considered
to understand fully the molecular events causing HCV-induced
liver disease and other serious diseases.
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Supplementary Table 1. Baseline characteristics of immunocompetent patients with

chronic hepatitis C. All patients (n= 19) were biopsied before treatment as clinically

indicated in order to assess liver injury and fibrosis stage (METAVIR grade and stage,

respectively). In this group, no specific association was found between P-bodies number

and clinical parameters.

Patient | Age  Gender HCV Viral AST/ METAVIR  METAVIR
(vears) (M/F) Genotype Load ALT grade stage
(logio  (IU/mL)
1U/mL)
P1 35 M 4 5.22 71/155 A2 F2
P2 36 M 1b 5.97 33/48 AO FO
P3 54 F la 5.24 71/54 Al F2
P4 45 M 1b 5.01 30/36 AO FO
P5 55 M 1b 5.05 152/203 Al F4
P6 65 F 1b 5.79 73/94 Al F2
P7 20 F 1b 4.40 66/158 Al F2
P8 37 M 1b 6.04 114/262 Al F2
P9 43 F 1b 5.18 67/138 Al F1
P10 33 M 3 5.77 40/64 A2 F4
P11 55 F 1b 6.03 73/60 Al F1
P12 23 F 1b 3.04 31/69 Al FO
P13 51 M 1b 6.33 39/70 A0 F1
P14 66 M 1b 5.72 227/322 A2 F3
P15 55 M la 6.31 73/121 A2 F2
P16 29 M 4 5.17 39/45 AO FO
P17 52 M 1b 6.72 144/196 A2 F4
P18 46 F 4 5.42 60 Al F2
P19 47 M 2 2.33 45 Al F2

M/F, male/female; AST, aspartate aminotransferase; ALT, alanine aminotransferase.
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Supplementary Table 2. Clinical characteristics among the control groups: healthy

donors, HBV-infected and HCV/HBV-negative LT patients with liver inflammation. All

patients were biopsied as clinically indicated.

Patient Control Age  Gender IS AST/ALT METAVIR Histopathogical
ID group (vears) (M/F) (IU/mL) stage diagnosis
P20 Healthy 30 M - 28/50 FO Mild
donors hemosiderosis
n=10
P21 ( ) 30 M - 21/18 FO Mild
hemosiderosis
P22 53 M - 28/38 FO Moderate
hemosiderosis
P23 43 F - NA FO NAD
P24 54 F - NA/26 FO Mild steatosis
P25 46 F - 12/15 FO NAD
P26 36 M - 31/26 FO Mild steatosis
P27 22 - 27/23 FO Minimal
changes
P28 28 M - 25/33 FO Mild
hemosiderosis
P29 43 F - 14/8 FO NAD
P30 HBV (n=8) 27 M - 231/574 F2 Suggestive of
HBV infection
P31 40 M - 31/44 F1 Suggestive of
HBV infection
P32 49 F - 53/60 F3 Suggestive of
HBYV infection
P33 37 M - 48/68 F2 Compatible
with HBV
P34 44 M - 69/70 F3 Suggestive of
HBV infection
P35 33 M - 55/85 F2 Suggestive of

HBYV infection
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P36 48 M - 93/97 F3 Suggestive of
HBV infection
P37 33 M - 46/61 F1 Suggestive of
HBV infection
P38 LT with 69 M Other 52/73 FO Steatohepatitis
infl t
pgg | 'MAMMmaOy gy K 11/25 FO Rejection
changes
P40 (n=10) 54 F FK 22/20 FO Unspecific
inflammation
P41 31 F CyS 55/215 FO Rejection
P42 54 M CyS 64/168 F1 Rejection
P43 59 M FK 29/55 FO Rejection
P44 38 M FK 213/317 FO Rejection
P45 69 M FK 39/39 FO Autoimmune
hepatitis
P46 46 F Other 43/53 FO PBC recurrence
P47 67 M CyS 100/88 FO Rejection

LT, liver transplant; M/F, male/female; AST, aspartate aminotransferase; ALT, alanine

aminotransferase; IS, immunosuppression regimen; CyS, Cyclosporine A; FK, Tacrolimus;

Other, mTOR inhibitor; PBC, primary biliary cirrhosis; NAD, nothing abnormal detected.
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7.2. Anexoll

Articulo:

“IFNL4 polymorphism predicts response to hepatitis C treatment
after liver transplantation”

Carlos Fernandez Carrillo*, Mairene Coto Llerena, Patricia
Gonzalez, Gonzalo Crespo, Laura Mensa, Noelia Caro Pérez,
Martina Gambato, Miquel Navasa, Xavier Forns y Sofia Pérez del
Pulgar.

Journal of Clinical Virology 2014 Oct;61(2):282-5. (DOI
10.1016/j.jcv.2014.07.015).
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IFNL4 polymorphism predicts response to hepatitis C treatment after
liver transplantation
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Background: Recent studies in chronic hepatitis C patients have shown that rs368234815 polymorphism
nearby IL28B is a better predictor of response to antiviral treatment with pegylated interferon and riba-
virin than IL28B polymorphisms (rs12979860 and rs8099917). Its effect could be related to interferon
lambda 4 (IFNL4), a protein which seems to confer some paradoxical disadvantages in hepatitis C virus
(HCV) immune response.

Objectives: To assess the role of [FNL4 rs368234815 polymorphism on the response to antiviral treatment
after liver transplantation (LT).

Interferon treatment Study design: IFNL4 and IL28B polymorphisms were genotyped in 86 HCV-infected LT recipients and in
Liver transplantation their donors; all patients had undergone antiviral treatment with pegylated interferon and ribavirin after
Sustained virological response LT.
Resuits: IFNL4 polymorphism strongly correlated with IL28B ones (p<0.001). The favorable IFNL4 geno-
type (TT/TT)was significantly more frequent among donors than recipients (60% donors vs. 22% recipients,
p<0.001). Recipient TT/TT genotype was associated with a higher sustained virological response rate
after LT (p=0.024). Nevertheless, the highest sustained virological response frequency was found when
both donors and recipients had favorable genotypes (73% vs. 25%, p=0.002), suggesting a role for donor
genotype.

Conclusions: Our study demonstrates that IFNL4 rs368234815 polymorphism is an important predictor
of response to antiviral treatment in the LT setting. These findings warrant further studies on IFNL4 role
in immune response against HCV.

Keywords:
IFNL4
Hepatitis C virus

© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.,

1. Background

Abbreviations: AH, acute hepatitis; CH, cholestatic hepatitis; CSA, cyclosporine
A; FCH, fibrosing cholestatic hepatitis; FFPE, formalin-fixed paraffin-embedded;
HCV, hepatitis C virus; IFNL4, interferon lambda 4; IL28B, interleukin 28 beta; LT,
liver transplantation; OR, odds ratio; PBMC, peripheral blood mononuclear cells;
peg-IFN, pegylated interferon; RBV, ribavirin; SNP, single nucleotide polymorphism;
SVR, sustained virological response; TAC, tacrolimus.
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Chronic hepatitis C virus (HCV) infection is the main cause
of chronic hepatic disease, hepatocellular carcinoma and liver
transplantation (LT) in Europe, North and South America, Australia
and Japan [1]. Unfortunately, graft infection by HCV is universal
if the recipient had detectable viral load at the time of transplant
[2]. HCV recurrence after LT usually has an accelerated course
which results in reduced graft and recipient survival. Treating
patients after LT with pegylated-interferon (peg-IFN) plus ribavirin

CARO@clinic.ub.es (N. Caro-Pérez), GAMBATO®@clinic.ub.es
(M. Gambato), MNAVASA@clinic.ub.es (M. Navasa), XFORNS@clinic.ub.es
(X. Forns), SOFIAPP@clinic.ub.es (S. Pérez-del-Pulgar).

1 Present address: Gastroenterology and Hepatology Department, Puerta de
Hierro University Hospital, IDIPHIM, CIBERehd, Calle Manuel de Falla 1, 28222
Majadahonda, Madrid, Spain.

2 present address: Hepatology Unit, Department of Biomedicine, University Hos-
pital Basel, Hebelstrasse 20, CH-4031 Basel, Switzerland.

http:f/dx.doi.org/10.1016/j.jcv.2014.07.015
1386-6532/© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.

(RBV) achieves modest outcomes owing to poor tolerance and low
response rates [3,4].

Recently, the dinucleotide variant rs368234815 located nearby
IL28B and creating the interferon-A protein (IFNL4) has been associ-
ated with HCV clearance [5,6]. To date, some studies have addressed
the impact of rs368234815 on the response to peg-IFN plus
RBV as well as to sofosbuvir-based treatments [5-13]. However,

Please cite this article in press as: Fernandez-Carrillo C, et al. IFNL4 polymorphism predicts response to hepatitis C treatment after liver
transplantation. ] Clin Virol (2014), http://dx.doi.org/10.1016/j.jcv.2014.07.015
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the performance of the I[FNL4 rs368234815 variant in the LT setting,
where the genetic backgrounds of donors and recipients coexist,
remains to be elucidated.

2. Objectives

The aim of this study was to assess the influence of [FNL4 geno-
types on antiviral treatment in the LT context, in correlation with
IL28B polymorphisms.

3. Study design
3.1. Patients, antiviral treatment and clinical definitions

Between 2000 and 2009, 136 patients underwent dual antivi-
ral treatment after LT because of HCV recurrence. From this group,
we selected 86 genotype 1 HCV-monoinfected patients, in which
tissue samples were available for both recipients and their donors.
Patients were treated with peg-IFN a2b 1.5 mcg/kg/week and RBV
800-1200 mg/day based on body weight for 48 weeks. Rapid viro-
logical response (RVR) was defined as undetectable HCV-RNA at
week 4 of antiviral treatment. Early virological response (EVR) was
defined as undetectable HCV-RNA at week 12 of antiviral treatment.
Sustained virological response (SVR) was defined as undetectable
HCV-RNA 24 weeks after the end of treatment.

3.2. Samples and genotyping

Genomic DNA of donors and recipients was obtained from
peripheral blood mononuclear cells (PBMC) or from formalin-fixed,
paraffin-embedded (FFPE) liver biopsies. These biopsies were per-
formed at the time of LT both for donors (at the moment of
reperfusion) and recipients (from the explants) [14,15].

IENL4 15368234815 genotypes were determined by direct
sequencing (Supplementary Table S1). For quality control, all sam-
ples were also genotyped by an independent laboratory (LGC
Genomics, Hoddesdon, Herts, UK) using KASP SNP genotyping
system, a competitive allele-specific PCR incorporating a FRET
quencher cassette.

IFNL4 rs368234815 genotypes were defined as TT/TT, TT/AG
or AG/AG, according to previous literature [5]. Genotyping was
done in a blind fashion with respect to clinical outcomes. IL28B
rs12979860 and rs8099917 genotypes were defined and obtained
as previously described [14,15].

3.3. Statistical analysis
Quantitative variables were expressed as median (range).

Fisher’s exact test was used to calculate relations between categori-
cal variables. Mann-Whitney test was performed when comparing

Baseline characteristics of patients before antiviral treatment.

Study cohort (n=86)
56 (65)

58 (30-70)
6.56(4.48-9.03)

Gender (males)
Age (years)
Baseline viral load (logip IU/mL)

Genotype (1a/1b) 9(11)/77 (89)
Fibrosis stage at treatment

FO-1 16(18)

F2 23(27)

F3 12(14)

F4 5(6)

CH/FCH 24(28)

AH 6(7)

Time from LT to treatment (months) 13 (1-80)
Duration of treatment (weeks) 48 (4-81)

Immunosuppression at treatment
(CSAJTAC/antimetabolites)

28 (33)/52 (60)/6 (7)

Quantitative variables are shown as median (range). Qualitative variables are shown
as n (%). CH, cholestatic hepatitis; FCH, fibrosing cholestatic hepatitis; AH, acute
hepatitis; LT, liver transplantation; CSA, cyclosporine A; TAC, tacrolimus.

quantitative variables (unpaired groups). A two-tailed p-value of
less than 0.05 was considered statistically significant.

4. Results
4.1. Patients and antiviral treatment

The baseline characteristics of the 86 patients included in the
study are shown in Table 1. Twenty-six patients (30%) reached SVR
with antiviral therapy after LT. IFNL4 polymorphism was success-
fully genotyped in 86 recipients and 75 donors. IL28B rs12979860
was genotyped in all recipient-donor pairs, and rs8099917 in 83
recipients and 77 donors. No association was found between treat-
ment response and any of the clinical variables analyzed, probably
due to the sample size.

4.2. IFNL4 genotype distribution within LT recipients and their
donors

Fig. 1a depicts how IFNL4 genotypes distribution differed sig-
nificantly between recipients and donors (p<0.001). Recipients
displayed a marked enrichment of TT/AG and AG/AG unfavor-
able genotypes compared with donors: 57% and 21% vs. 36% and
4%, respectively. In contrast, donors showed a significantly higher
frequency for the TT/TT favorable genotype than recipients (60%
vs. 22%). Since IL28B SNPs are in high linkage disequilibrium with
rs368234815 [5], their distributions paralleled IFNL4 genotypes
both in donors and recipients (Fig. 1b and c).

a IFNL4 rs368234815 b 1L28B rs12979860 C 1L28B rs8099917
2 100 100 100
3 <0.001 <0.001 =0.001
T w0 ’ 80 ? 80 ’
3 69%
2 w0 57% i 50 9% 60
5 i 44%
41% 45%
2 40 36% 40 40
£ 2% 25% 25%
g 20 2% 20 7| |z 20 I
2 4% 8% 4 o
& o o [ =
n= 19 49 18 45 27 3 n= 19 51 16 | 43 37 [ “n= 35 38 10 | 54 21 2
T/ T/ a6/ | T/ T/ a6/ €cc CT TT | €€ CT TT TT GT GG | Tr GT GG
TT 4G aG | TT 4AG aG | ]

Fig. 1. Distribution of the three polymorphisms within recipients and their donors. (a) IFNL4 rs368234815, (b) IL28B rs12979860 and (c) IL28B rs8099917. Recipients, white

bars; donors, gray bars. Numbers below bars indicate the number of patients (n).
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Fig. 2. Sustained virological response after LT in association with IFNL4 genotypes
within recipients and their donors. Fav, favorable TT/TT genotype; Unfav, unfa-
vorable TT/deltaG and deltaG/deltaG genotypes. Numbers below bars indicate the
number of patients (n).

4.3. IFNL4 polymorphism association with antiviral treatment
response

Regarding the response to antiviral treatment after LT, our
results showed a significant association between recipient IFNL4
favorable genotype (TT/TT) and SVR compared to unfavorable
genotypes (TT/AG and AG/AG) (p=0.024, Fig. 2). When assess-
ing this polymorphism in donors, we found a higher frequency
of SVR in patients receiving a liver from a donor with the favor-
able genotype (36%) vs. unfavarable genotypes (23%), irrespective
of their recipient genotype. However and unlike recipients, this
difference was small and did not reach statistical significance
(p=0.313, Fig. 2). Similar results were observed when assessing
on treatment response. Recipient [FNL4 genotype was significantly
associated with RVRand EVR (p=0.033 and p<0.001, respectively),
while donor genotype was not (p=0.642 for RVR and p=0.469 for
EVR).

Nevertheless, since every recipient has a donor, it is not possi-
ble to understand the contribution of donor and recipient genetics
separately. For this reason, we considered donor-recipient pairs
and analyzed how the combination of genotypes in recipients
and donors could affect the response to antiviral treatment. As
shown in Fig. 3a, the combination of favorable genotypes simulta-
neously in recipients and their donors was clearly associated with
SVR over the other combinations (p=0.002). Similar results were
obtained for IL28B SNPs rs12979860 and rs8099917 (Fig. 3b and ¢).
Regarding on treatment response after LT, our results showed that
the favorable-favorable combination was also consistently associ-
ated with RVR and EVR (p=0.007 and p=0.001, respectively).

7. Anexos

5. Discussion

In our present work we demonstrate that IFNL4 rs368234815
polymorphism has a strong influence on antiviral treatment
response after LT. Since this polymorphism is in high link-
age disequilibrium with IL28B rs12979860 and rs8099917, the
distribution of IFNL4 genotypes strongly correlated with IL28B
genotypes. Similarly to IL28B SNPs, recipients showed a higher
frequency of unfavorable IFNL4 genotypes when comparing them
with donors [ 14-17]. Thisis presumably a consequence of selection
by an inefficient immune response both during acute infection and
antiviral treatment.

In a first analysis, the recipient genotype seemed to play a major
role in achieving SVR after LT while donor genotype seemed to
have a modest weight. However, the combination of simultaneous
favorable genotypes in recipients and donors was significantly
associated with on treatment early viral kinetics and SVR after LT:
those recipients with favorable [FNL4 genotype, who also received
a liver from a donor with the favorable genotype, reached SVR
more frequently than those receiving grafts with unfavorable geno-
types. These results are in agreement with our current results for
IL28B rs12979860 and rs8099917 SNPs, as well as with those previ-
ously reported [ 14-16,18]. In addition, IFNL4 genotypes have been
related to on-treatment early viral kinetics in immunocompetent
HCV-infected patients under peg-IFN plus RBV treatment [5] and
when using direct acting antivirals as sofosbuvir in an interferon-
free regimen [13]. It is likely that the clinical impact of I[FNL4 on
virological response will be lower in countries where interferon-
free regimens are available, but this will not be the case in large
areas of the world where interferon-based regimens will remain
the standard of care.

Our findings support a positive effect of the genetic back-
ground of the graft on sensitivity to antiviral treatment following
LT and bring out the complexity of the co-existence of two genetic
backgrounds when trying to understand HCV-host interactions. LT
patients exhibit a mixture of genetic backgrounds where almost all
liver parenchymal cell lines come from the donor, while the graft is
soon repopulated with recipient-derived cells comprising lympho-
cytes and even non-lymphoid cells [19-21]. Different mechanisms
may operate for rs368234815 polymorphism depending on the
cell type [22-24], either immune cells or hepatocytes, which may
account for the differential contribution of donors and recipients
to antiviral treatment response.

[FNL4 polymorphism has been reported to have a more power-
ful predictive value than IL28B ones, especially in African-ancestry
patients [5,6,9,10]. However, in agreement with a recent work
including 754 HCV-chronically infected Caucasian patients [7], we

a IFNL4 1368234815 b IL28B 512979860 < IL28B rs8099917
100 p 0.002 100- p = 0.002 100
p=0007
£ w0 1 80
60 60 60{ 8%
<3
g
€ 40 40 40
g 25% 24% 25% 24% 25% 23%
5 2 I_I ,_‘ 20 18% 0 14%
“h= 811 1/5 8/34 6/25 Cn! 8/11 2/8 8/32 8/35 Sn= 14f24 2/8 7/30 2/14
RECIPIENT  Fav | Fav : UMBV: Unfav Fav | Fav : Unfav | Unfav Fav | Fav ! Unfav | Unfav
DONOR Fav | Unfav,; Fav | Unfav Fav | Unfav! Fav ! Unfav Fav | Unfav! Fav ! Unfav

Fig. 3. Combined analysis of IFNL4 and IL28B genotypes from recipient and donor pairs in association with SVR after LT. (a) IFNL4 rs368234815, (b) IL28B rs12979860 and
(c)1L28B rs8099917. Donors were successfully genotyped in a lower proportion than recipients for rs368234815 and rs8099917. This defines the maximum number of pairs
and explains the different total ‘n’ among the three polymorphisms. Of note, FCH or CH, the most severe forms of recurrence influencing SVR, did not distribute significantly
different between the favorable—favorable pairs and the other pair combinations (p=0.498). Numbers below bars indicate the number of patients (n). Fav, favorable genotype;

Unfav, unfavorable genotype.
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transplantation. ] Clin Virol (2014), http://dx.doi.org/10.1016/j.jcv.2014.07.015

Tesis doctoral — “Nuevos factores del hospedador en la fisiopatologia y la respuesta al tratamiento antiviral de
la infeccion por el virus de la hepatitis C”.



G Model
JCV-3090; No.of Pages4

7. Anexos

4 C. Ferndndez-Carrillo et al. / Journal of Clinical Virology xxx (2014) XXX=XXX

did not find substantial benefit in using IFNL4 instead of IL28B
rs12979860 due to their strong linkage disequilibrium (Supple-
mentary Table S2).

In conclusion, we demonstrate that IFNL4 rs368234815 poly-
morphism is an important predictor of response to peg-IFN plus
RBV treatment in the LT setting. Its high level of correlation with
routinely used IL28B SNP rs12979860 could mean no advantages in
clinical management. Nevertheless, the discovery of IFNL4 stands
as a milestone in HCV research and could lead to a profound
understanding of HCV-host interactions. As rs368234815 may have
cell-specific differential roles, LT could be a unique setting to assess
IFNL4 and IL28B since recipient and donor provide complementary
perspectives.
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7.2.1. Material suplementario del articulo del Anexo Il
Association of IFNL4 and IL28B polymorphisms with SVR when donor-recipient pairs

carry the favorable genotype

Polymorphism OR 95% ClI p value
IFNL4 rs368234815 8.627 (2.056-23.198) 0.003
IL28B rs12979860 8.565 (2.023-35.245) 0.003
IL28B rs8099917 4.442 (1.561-12.638) 0.005

OR, odds ratio; 95% Cl, 95% confidence interval.
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7.3. Anexo lll: Otros articulos relacionados con la tesis, publicados en el

periodo de doctorado.

Articulo:

“Successful continuation of HCV treatment following liver
transplantation.”

Carlos Fernandez Carrillo*, Gonzalo Crespo, Juan de la Revilla,
Maria Buti, José Luis Montero, Emilio Fabrega, Inmaculada
Fernandez, Cristina Serrano Millan, Victoria Hernandez, José Luis
Calleja y Maria Carlota Londono.

Transplantation 2016 [Accepted with minor revision]
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Response to Reviewers

Dr Carlos Fernandez Carrillo

Hospital Universitario Puerta de Hierro
C/ Manuel de Falla, 1

28222, Majadahonda, Madrid

SPAIN

12 October 2016

Jeremy R Chapman
Editor-in-Chief, Transplantation

Dear Dr Chapman

TPA-2016-1142: Successful continuation of HCV treatment following liver
transplantation

We are pleased to detail below our responses to the reviewers’ comments on our
manuscript:

+ Response to Editor's comment: We have added a dedicated paragraph on the
post-LT treatment duration (page 14, lines 263-268) and specified SOF and
ribavirin doses (page 12, lines 206-209).

* Response to Reviewer 1's comment: We have included the suggested reference
to the last EASL ILC in the discussion (page 13-14, lines 243-248); new reference
14)

+* Response to Reviewer 2’s comment: All requested changes in Table 2 have
been made; we have specified the total planned and effective treatment duration,
the exact time of HCVV RNA determination, and the reasons behind the treatment
duration with SOF+PR.

We trust that we have made all the requested changes and that you will consider our
manuscript acceptable for publication in Transplantation.

Yours sincerely

Carlos Fernandez Carrillo

Tesis doctoral — “Nuevos factores del hospedador en la fisiopatologia y la respuesta al tratamiento antiviral de
la infeccion por el virus de la hepatitis C”.



7. Anexos

Main - Marked Copy (To Include:Title page, Text, Abstract,
References, and Tables.)

1 TITLE PAGE

2 Successful continuation of HCV treatment following liver transplantation

s 4 Carlos Fernandez Carrillo, MD', Gonzalo Crespo, MD, PhD?, Juan de la Revilla,
115 MD! Lluis Castells, MD, PhD?, Maria Buti, MD, PhD?, José Luis Montero, MD, PhD*,
12 6 Emilio Fabrega, MD, PhD?, Inmaculada Fernandez, MD, PhD®, Cristina Serrano-

16 7 Millan, MPharm', Victoria Hernandez, MPharm', José Luis Calleja, MD, PhD’,

1o 8 Maria-Carlota Londofio, MD, PhD2.

10 'Liver Unit, Hospital Universitario Puerta de Hierro-Majadahonda, IDIPHIM,

27 11 CIBERehd, Majadahonda, Madrid; “Liver Unit, Hospital Clinic de Barcelona,

12 IDIBAPS, CIBERehd; 3Liver Unit, Internal Medicine Department, Hospital

32 13 Universitario Vall d’'Hebron, CIBERehd, Barcelona; “Hepatology & Liver Transplant
34 14 Unit, Hospital Universitario Reina Sofia, IMIBIC, CIBERehd, Cérdoba;

37 15 5Gastroenterology and Hepatology Unit, Hospital Universitario Marqués de

39 16  Valdecilla, IDIVAL, Santander; ®Digestive Service, Hospital Universitario 12 de

17 Octubre, Madrid; "Liver Unit, Hospital Universitario Puerta de Hierro, Universidad

44 18  Auténoma de Madrid and CIBERehd, Madrid, Spain.
47 19
50 20 Corresponding author:

53 21 Carlos Fernandez Carrillo, MD

56 22 Hospital Universitario Puerta de Hierro-Majadahonda

57

58

59 23 C/Manuel de Falla, 1

60

51

ez 1
83

64

65

Tesis doctoral — “Nuevos factores del hospedador en la fisiopatologia y la respuesta al tratamiento antiviral de
la infeccion por el virus de la hepatitis C”.



7. Anexos

—

(i)

[ss I e NI B S V)

11
12
13
14
15
16
L7
18
19
20
21

23
24
25
26
27
28
29
30
31

33
34
35
36
37
38
39
40
41

43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
6l
62
63
64
65

24

25

26

27

28222, Majadahonda, Madrid, Spain

Telephone: (+34) 9 11 91 93 34; FAX: (+34) 9 11 91 78 07; E-mail:

cfernandezc@idiphim.org

Tesis doctoral — “Nuevos factores del hospedador en la fisiopatologia y la respuesta al tratamiento antiviral de
la infeccion por el virus de la hepatitis C”.



7. Anexos

28 AUTHORSHIP PAGE

29  Author contributions: Carlos Fernandez Carrillo, Cristina Serrano-Millan and

30  Maria-Carlota Londorio contributed to the study concept and design. All authors

- s W

31 contributed to the acquisition of data. Carlos Fernandez Carrillo, Gonzalo Crespo

32  and Maria-Carlota Londofio contributed to the statistical analysis and interpretation
13 33 of data. Carlos Fernandez Carrillo provided input into the first draft of the manuscript.
15 34  All authors contributed to the critical revision of the manuscript for important

1g 35 Iintellectual content. All authors approved the final version of the manuscript for

20 36 submission.
23 37

38 Disclosures: Maria-Carlota Londorio reports personal fees from AbbVie, Bristol-

29 39 Myers Squibb, Gilead, Janssen and Merck Sharp & Dohme; Maria Buti reports grant
31 40  support and / or personal fees from Gilead and Janssen; Inmaculada Fernandez

34 41 reports consultancy fees from AbbVie, Bristol-Myers Squibb, Gilead, Janssen and
36 42 Merck Sharp & Dohme; José Luis Calleja reports consultancy and / or speaker fees
3o 43 from AbbVie, Bristol-Myers Squibb, Gilead, Janssen and Merck Sharp & Dohme;

41 44  Gonzalo Crespo, Emilio Fabrega, Lluis Castells, Carlos Fernandez Carrillo, Cristina

41 45 Serrano-Millan, Juan de la Revilla, José Luis Montero and Victoria Hernandez
45

46 46 declare no conflicts of interest.

47

48

49 47

22 48  Funding:

92 49  No specific source of funding was used for this work. No grant support was received
50 for the conduct of this study. Hepa-C is an initiative of the Spanish Association for

0 51 the Study of the Liver (AEEH) and the Networked Biomedical Research Centre for

Tesis doctoral — “Nuevos factores del hospedador en la fisiopatologia y la respuesta al tratamiento antiviral de
la infeccion por el virus de la hepatitis C”.



7. Anexos

52 the Study of the Liver and Digestive Diseases (CIBERehd) funded by unrestricted

—

(i)

53 grants from AbbVie, BMS, Gilead, Janssen and Merck Sharp & Dohme.

54

[s IS e NS BT SN OS]

11
12
13
14
15
16
L7
18
19
20
21

23
24
25
26
27
28
29
30
31

33
34
35
36
37
38
39
40
41

a3
a4
45
a6
a7
a3
a9
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
6l
62 4
63
64
65

Tesis doctoral — “Nuevos factores del hospedador en la fisiopatologia y la respuesta al tratamiento antiviral de
la infeccion por el virus de la hepatitis C”.



7. Anexos

55
1
3 56
4
5
€ 57
7
8
¢ 58
10
11
5 59
14
15
17
18
195 61
20
21
22 62
23
24
25 63
26
27
28 64
29
30
3L g5
32
33
34
5 66
36
37
39
40
a1 68
42
43
14 69
45
4¢
47 70
48
49
50 71

I IS ) ]
[Neesint N Be

a
=3

"o O
3

oy oh O a
ol o b

ABBREVIATIONS PAGE

CTP, Child-Turcotte—Pugh

DAA, direct-acting antiviral agent

DCV, daclatasvir

HCC, hepatocellular carcinoma

HCV, hepatitis C virus

IFN, interferon

LT, liver transplantation

LLOQ, lower limit of quantitation

MELD, Model for End-stage Liver Disease

PEG-IFN, pegylated interferon

RBYV, ribavirin

RNA, ribonucleic acid

SAE, serious adverse event

SOF, sofosbuvir

SVR, sustained virological response
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72 ABSTRACT
73  Background

74  Guidelines recommend that patients with hepatitis C virus (HCV)-related liver

B e S ) Y S UV S I

[ss]

75 disease be treated for HCV before liver transplant (LT) to eliminate the virus prior to
11 76 surgery. However, the unpredictability of donor organ availability may limit treatment
13 77  duration. Interruption of HCV treatment with resumption post LT is one potential

1¢ 78 solution which has not been investigated widely.
19 79 Methods

-~ 80 Patients from five clinical centres included in the large, national, non-interventional
24 81 Hepa-C registry who started treatment with direct-acting antiviral agents (DAAs)
82  while awaiting LT were identified retrospectively and followed up prospectively.

20 83 Fifteen patients who had treatment interruptions around LT were identified.
:2 84 Results

35 85  The majority of patients (12/15) received interferon-free regimens, most commonly

37 86  sofosbuvir+daclatasvir (8/12), for a total of 24 weeks (13/15). Treatment was

40 87 discontinued temporarily for a median of 5 (range 2—-33) days. Fourteen patients

42 88 completing 12 weeks of follow-up achieved a sustained virological response (SVR).
89  One patient who died prior to Week 12 post treatment achieved a response at post-
47 90 treatment Week 4. Treatment was generally well tolerated. Serious adverse events
91 (SAEs) were recorded in 2/15 patients (anaemia in one patient; pneumonia in cne

52 92  patient); all arose after LT.

55 93  Conclusions

56
57

;g 94  Resumption of DAA therapy after a temporary interruption around LT was highly

59

CT 95 effective, achieving SVR in all patients who completed 12 weeks of post-treatment

= 6
63

64

65
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96 follow-up. Treatment was generally well tolerated pre and post transplantation, with a
97 low rate of SAEs. Such a strategy may offer an important new approach to the

98 treatment of patients awaiting LT which may be assessed in future studies.

[= I B o N & 4 B e Y R O

99
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100 INTRODUCTION

101 Liver disease resulting from chronic hepatitis C virus (HCV) infection is the leading

102 indication for liver transplant (LT) in Europe, North and South America, Australia, and

- s W

103 Japan.! Infection of the liver graft is universal in patients who undergo LT with

10 104  detectable serum levels of HCV RNA_'2? Such infection is associated with rapid

13 105  progression of fibrosis and development of bridging fibrosis—cirrhosis within the first
15 106 five years post transplantation in up to 54% of patients.? This can result in graft loss
107  and early mortality." Achievement of undetectable HCV RNA in the blood prior to LT
20 108 significantly reduces, although does not fully eliminate, the risk of HCV recurrence

== 109 unless sustained virological response (SVR) is reached.* However, until recently,

25 110  this strategy has been challenging because of the poor tolerability and low efficacy of
27 111 interferon (IFN)-based regimens in patients with advanced liver disease # In addition,
50 112 IFN-based therapy is contraindicated in patients with decompensated cirrhosis,® who

32 113 account for a significant proportion of those on the transplant waiting list.

35 114 Recently, treatment with an IFN-free regimen of sofosbuvir plus ribavirin (SOF
53 115+ RBV) was shown to be effective in preventing HCV recurrence post transplantation
40 116  in approximately 70% of patients who achieved undetectable HCV RNA with
42 117  treatment prior to transplantation . Treatment prior to LT, initiated as soon as
45 118  possible in order to complete a full treatment course, is the recommended strategy
47 119  for HCV-infected patients listed for transplantation.® However, the pericd of time
55 120  between listing and transplantation may be unpredictable and some patients may not
52 121 complete the full recommended course of treatment. Consequently, some experts
s5 122 have advocated, given that direct-acting antiviral agent (DAA) regimens are effective
SE 123 and well tolerated in LT recipients, that postponing treatment and treating recurrent

g

124 HCV infection post transplantation may be a more appropriate strategy.” '? However,
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125 patient management may be complicated by factors such as postoperative
126  complications (infections, bleeding or even requirement of surgical re-intervention),
127  kidney impairment related to immunosuppressive drug use, anaemia and acute

128  rejection, among others."?

129 In a recent analysis of patients with advanced cirrhosis treated with SOF +
130  daclatasvir (DCV) + RBV, three patients with hepatocellular carcinoma (HCC)

131  achieved SVR after continuation of therapy initiated pre transplantation for 12 weeks

[l e e e e e e
e s N Y S U I B T e Ve B N B R I L SV I

132 post transplantation.? Although this suggests that this strategy may prevent post-

t
0o @

20 133 transplantation recurrence when prior therapy is insufficient, data are few to support
21

Eg 134 this alternative ‘bridging’ strategy. Therefore we investigated the effectiveness and
24

o5 135  safety of continuing treatment with DAAs in patients included in a large, real-world,
27 136  national registry who underwent LT before completing recommended treatment

30 137  courses of DAA-based therapy.
53 138
5¢ 139 MATERIALS AND METHODS

39 140  Hepa-C is a Spanish collaborative, monitored, national registry of HCV-infected

41 141 patients treated in routine clinical practice, led by the Spanish Association for the
142 Study of the Liver (AEEH) and the Networked Biomedical Research Centre

46 143  (CIBERehd). Monitoring ensures consistent, accurate data entry and minimises the

4% 144  introduction of bias. Patients participating in clinical trials are excluded by default.

51 145 Fifteen patients from five clinical centres included in the Hepa-C database
54 146  who started treatment with DAAs while awaiting LT between October 8, 2013 and
147  January 23, 2015 were retrospectively identified and prospectively followed up.

148  Choice of treatment regimen, including selection of DAA, use of RBV and treatment

@y 1o oGnon
[s=lUe Buaiib W B}

oo
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w
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149  duration were entirely at the clinician’s discretion. The study was approved by the

1
g 150 Research Ethics Committee of Hospital Universitario Puerta de Hierro Majadahonda
4

5 151  (Madrid, Spain).

€

7

s 152

11 153 Measurements and oufcomes

14 154  Routine laboratory and clinical information were recorded at baseline, and during

1é 155  treatment and follow-up visits according to local practice. Collected data included:
19 156  age; sex; fibrosis stage (determined by transient elastography [FibroScan®] and/or
21 157 liver biopsy); Child-Turcotte—Pugh (CTP) class; Model for End-stage Liver Disease
158 (MELD) score; platelet count; HCV RNA level; and HCV genotype. Effectiveness

26 159  outcomes were SVR (negative HCV RNA using a highly sensitive quantitative

2% 160  polymerase chain reaction method) at Week 4 (SVR4) and Week 12 (SVR12) post
31 161  treatment. Safety outcomes were serious adverse events (SAEs), defined as any
33 162 life-threatening event, an event that led to hospital admission, prolonged an existing
3¢ 163 hospital stay or resulted in death, or those that were considered serious based on
38 164 the judgement of the treating physician, and deaths during the treatment and follow-
165 up period. Descriptive statistics were used to summarise the data (number, median,
43 166  minimum, maximum for quantitative variables, and relative frequencies for

167  categorical variables).
4% 168

°l 169 Results

54 170  Patient characteristics

171 The maijority of patients (11/15) were male (Table 1). Median age of the total cohort

non LN oen
WO o~ 3y

172 was 61 (range 48—69) years. All but one patient had genotype 1 infection,

o
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I
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0o W MY =

Tesis doctoral — “Nuevos factores del hospedador en la fisiopatologia y la respuesta al tratamiento antiviral de
la infeccion por el virus de la hepatitis C”.



7. Anexos

173  predominantly subgenotype 1b. Based on baseline characteristics, the overall cohort
174  could be divided into two groups: those with more advanced liver disease (CTP B or

175  C and median MELD score = 18 [range 13-27]), n=7 (47%), and those with less

- s W

176  advanced liver disease (CTP A and median MELD score 8 [range 7-13]), n=8 (53%).

10 177 Of the eight patients in the less advanced disease group, seven had been prioritised
12 178  for LT due to HCC. Median age was similar in both subgroups (CTP A, 58 years;

179 CTP B/C, 61 years).
180
181  Treatment

182  The majority of patients (12/15) were treated with IFN-free regimens, most

2¢ 183 commonly SOF + DCV (8/12) (Table 2). Liver transplant was performed after a

28 184  median of 4 (range 1—16) weeks of treatment. Twelve patients were HCV RNA

31 185 negative at time of transplantation (Table 2). Three patients were transplanted with
33 186  detectable HCV RNA. One patient (patient 14) had an HCV RNA level of 155 IU/mL
55 187  at 1 week post LT, but subsequently became HCV RNA undetectable, in one patient
33 188 HCV RNA was undetectable post LT (patient 6) and in the third patient no early post-
189 LT HCV RNA kinetics data were available (patient 7). Treatment was discontinued
43 190 temporarily for a median of 5 (2-33) days. Five patients discontinued treatment for
191 =2 weeks due to complications during the immediate and early post-transplant

4g 192 period: patient 1 due to acute kidney injury requiring dialysis and acute rejection;

50 193 patient 2 due to severe acute rejection with severe acute liver failure requiring a

53 194  corticosteroid bolus; patient 3 due to haemoperitoneum; patient 5 due to severe

55 195  acute rejection requiring a corticosteroid bolus; and patient 11 due to hospital-

196  acquired pneumonia with re-intubation and difficult weaning. No patient with

o= 11
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197 undetectable HCV RNA at the time of LT became HCV RNA positive during

198 treatment interruption.

199

- s W

200 Outcomes

11 201 All patients achieved SVR4. One patient died prior to a Week 12 post-treatment

14 202 assessment. All 14 patients who completed 12 weeks of follow-up achieved SVR12.

17 203 Treatment was generally well tolerated. To improve tolerability of the

19 204 treatment regimen, RBV was discontinued in patient 11, who was initially treated with
-, 205 SOF + DCV + RBV, and pegylated-IFN (PEG-IFN) was discontinued in all three

24 206  patients who initiated treatment with SOF + PEG-IFN + RBV. Since all patients had
207  an estimated glomerular filtration rate > 30 mL/min/1.73 m2, SOF was reintroduced
29 208  at the standard dose of 400 mg per day. RBV was resumed at reduced doses (800

31 209 or 600 mg per day) in patients 1 —3 and 14.

34 210 SAEs were recorded in 2/15 patients (13%); one (patient 1) experienced

37 211  anaemia requiring erythropoietin and blood transfusion, and one (patient 11)

39 212 experienced grade 4 infection (pneumonia requiring re-intubation). One patient died
. 213 between Week 4 and Week 12 post treatment due to hospital-acquired pneumonia.
44 214  Death was not considered to be related to DAA treatment. All SAEs occurred post

46 915 LT
216
2= 217 Discussion

92 218  In our case series, resumption of DAA therapy after temporarily interrupting
219 treatment for up to 33 days around LT was highly effective, achieving SVR12 in all

0 220 patients who completed 12 weeks of post-treatment follow-up. Treatment was

o= 12
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221 generally well tolerated pre and post transplantation, with a low rate of SAEs being

222 reported.

223 Although there has been some debate around whether to treat patients pre or

B I NI ) Y S Y O S

224  post LT, current guidelines recommend that treatment for HCV with IFN-free DAA

o w

10 225  regimens be initiated as soon as possible once patients are listed.® Such a treatment
13 226  strategy has the dual goal of preventing liver graft infection, and improving liver

15 227  function prior to transplantation, potentially leading to delisting of some patients.®

228 However, one problem with this strategy is the unpredictability of the time from listing
20 229 to availability of a donor organ,®'® which, if limited, may result in a suboptimal

< 230 treatment duration prior to transplantation. In a phase 2 study of patients with HCV-
25 231  related HCC and compensated or mildly decompensated cirrhosis treated with SOF
27 232 + RBV until time of LT (range 2.3-52.3 weeks), the number of consecutive days prior
30 233  to transplantation that the patient's HCV RNA levels were below the lower limit of

32 234  quantification (LLOQ) was the only predictor of post-transplant virological response
235 (defined as HCV RNA level < LLOQ at 12 weeks post transplantation in patients who
37 236 had HCV RNA levels < LLOQ at their last assessment before transplantation).® In
237  this study, patients with HCV recurrence (23%) had a median of 5.5 (range 0-88)

42 238 days of undetectable HCV RNA, compared with 99.5 (range 1-473) days in the 70%
44 239 of patients with a post-transplant virological response. A threshold of 30 days with

47 240 undetectable HCV RNA pre LT was suggested to prevent post-LT recurrence.®

49 241  Nevertheless, it is unknown whether this threshold is also valid for regimens

=~ 242  including two DAAs. A recent evaluation of pooled data from the SOLAR-1 and

54 243 SOLAR-2 studies found that among 17 transplant patients, seven of whom received

j? 244  transplants prior to completing treatment with ledipasvir (LDV)/SOF + RBV, 16 were
58

59 245 HCV RNA negative 12 weeks after LT."* These 16 patients had all received at least
60

61

s 13
63

€4

65
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11 weeks of LDV/SOF + RBV prior to LT and based on these data the authors
suggested that an 11-week treatment course prior to LT might be sufficient to
prevent HCV recurrence. However, data remain very limited and more studies are

required.

In our cohort of patients, pre-LT treatment duration, and even very short
periods of treatment (1—4 weeks), had no impact on achievement of SVR12 once
treatment was recommenced. In addition, no patient with undetectable HCV RNA at
the time of treatment interruption subsequently experienced HCV RNA positivity,
irrespective of the period of discontinuation (2-33 days). This may be explained in
part by the sudden decrease in viral load inherent to transplantation that may
contribute to keeping serum HCV RNA levels under control despite the absence of
circulating DAAs after initial treatment and despite, in some cases, detectable
intrahepatic HCV RNA.'®'® Based on these observations the need to resume
treatment in all patients could be questioned. However, the real-world nature of this
study precluded rigorous evaluation of viral kinetics and a period of HCV RNA
positivity prior to resumption of treatment cannot be entirely ruled out. In addition, a
relapse-saving period of undetectable serum HCV RNA prior to LT, that is valid for

any DAA regimen, is still to be clearly defined.

Most of our patients were treated for at least 12 weeks after LT. We
acknowledge that this could have influenced the outcome of our treatment strategy,
irrespective of the pre-LT treatment course. However, to address this requires a
prospective study design and is beyond the power of our study. Furthermore, the
characteristics of this population render its management unpredictable since patients

with advanced liver disease may be enlisted during treatment.

14
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270 Our results are consistent with a case report of a patient with decompensated
271 cirrhosis following severe recurrent HCV infection who achieved SVR following peri-

272 transplantation treatment with SOF + RBV for a total of 24 weeks.!’ In addition, in

B I NI ) Y S Y O S

273 the ALLY-1 study, three patients, all with HCC, underwent LT during treatment with

o

10 274 SOF + DCV + RBV and subsequently received treatment extension for 12 weeks

12 275  post transplantation according to the study protocol.? All three patients achieved

276  SVR12, including one patient who received a liver from a genotype 1a-infected

17 277 donor. These data together with the observations from our case series suggest that
L9 278 ‘bridging’ transplantation with DAA-based regimens has the potential to achieve SVR
22 279  and prevent post-transplantation HCV recurrence with an acceptable safety profile
24 280 when a full treatment course is not completed prior to transplantation. Such a

-7 281  strategy may offer an important new approach to treatment of patients awaiting LT.
25 282  Further studies are needed in larger patient cohorts to confirm these findings and to

5~ 283 establish optimal regimens and clear recommendations in this special population.
284
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339 Tables

1

5 340 Table 1. Baseline characteristics

4

5

g Sex Age Fibrosis MELD Platelets

5 Pt CTP HCC Genotype
; (years) stage* score  (x109L)

11

13 1 M 62  F4 A 11 172 Yes 1
14

:_5

:? 2 M 49 F4 A5 7 140 Yes 1b
18

19

—i 3 M 55 F4 A5 7 108 Yes 1a
23

24 4 M 61 F4 A5 7 147 Yes 1b
25

26

jZ 5 M 48 F4 A5 7 69 Yes 1b
29

30

;{ 6 F 69 F4 A5 8 76 Yes 1
33

34

35 7 M 54 F4 AB 13 52 No 1b
36

37

38

e 8 F 69 F4 AB 10 50 Yes 1
40

41

33 9 M 52 F4 B 13 80 Yes 1a
a4

45

46 10 M 61 F4 B8 17 72 Yes 1a
a7

a3

49

50 11 M 61 F4 B8 13 75 Yes 1b
51

52

2 12 M 48 F4 B8 27 75 No 4
55

56

o7 13 M 64 F4 B9 17 47 No 1b
58

59

60

6l

62 18
63

64

65
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L 14 F 48 F4 C10 ND 155 No 1a
3

4 15 F 63 F4 C10 19 83 No 1b
5

€

7 3m

8

9

?f 342  *Elastographic and/or histological criteria

13

12 343 CTP, Child-Turcotte-Pugh; HCC, hepatocellular carcinoma; MELD, Model for End-

le 344 stage Liver Disease; ND, no data; Pt, patient

19 345

L2 = O

346

347
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348 Table 2. Treatment regimens

Pt DAA Intended Time to Total Treatment HCV
regimen treatment LT treatment interruption RNA at

8 duration duration® LTt

: (weeks) (days)

11 (weeks) (weeks) (IU/mL)

15 1 PR+ SOF* 12 1 24 21 Undet
o 2 PR+ SOF* 12 5 15 33 Undet
22 3 PR+ SOF* 12 2 24 14 Undet
26 4  SOF +SMV 12 2 12 4 Undet
20 5 SOF +DCV 24 4 24 14 Undet
33 6 SOF +DCV 24 4 24 5 <15

37 7  SOF +DCV 24 4 24 4 69

il 8 SOF +DCV 24 4 24 3 Undet
44 9 SOF +DCV 24 16 24 3 Undet
18 10 SOF + DCV 24 15 24 3 Undet

50 11 SOF + DCV 24 10 24 17 Undet

54 + RBV

w

12 SMV + DCV 24 8 24 3 Undet

noon 11 oG o
[Neesint N Be

=3

62 20

Tesis doctoral — “Nuevos factores del hospedador en la fisiopatologia y la respuesta al tratamiento antiviral de
la infeccion por el virus de la hepatitis C”.



7. Anexos

L 13 SOF + DCV 24 16 24 5 Undet
3
4 14 SOF +RBV  24-48 4 24 3 <15
5
6
Z 15 SOF + DCV 24 1 24 2 Undet
9

10

11 349

14 350 *Based on individual patient characteristics, this regimen was converted to
351 interferon-free after liver transplantation to improve tolerability. As a result, total

19 352 treatment duration was extended and differed from current guidelines.
22 353 'Excluding period of interruption.
25 354 TLast HCV RNA determination before liver transplantation.

2g 355 DCV, daclatasvir; LT, liver transplantation; PR, pegylated interferon + ribavirin; Pt,

30 356 patient; RBV, ribavirin; SMV, simeprevir; SOF, sofosbuvir; Undet, undetectable.

[

62 21
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Articulo:

“Reactivation of Herpesvirus in Patients With Hepatitis C Treated
With Direct-Acting Antiviral Agents.”

Christie Perelld, Carlos Fernandez Carrillo*, Maria Carlota
Londoino, Teresa Arias Loste, Marta Hernandez Conde, Susana
Llerena, Javier Crespo, Xavier Forns y José Luis Calleja.
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Clinical Gastroenterology and Hepatology 2016;m:m-m

Reactivation of Herpesvirus in Patients With Hepatitis C Treated

With Direct-Acting Antiviral Agents

Christie Perellé M.,” Carlos Femandez-Canillo,” Maria-Carlota Londofio,” Teresa Arias-Loste,¥
Marta Hemandez-Conde,” Susana Llerena,’ Javier Crespc-,§ Xavier Foms,” and José Luis Calleja’

“Liver Unit, Puerta de Hierro University Hospital, instituto de Investigacion Sanitaria Puerta de Hierro-Majadajonda, Centro de
Investigacion Biomédica en Red de Enfermedades Hepéticas y Digestivas, Majadahonda, Madirid, Spain; *Liver Unit, Hospital

Clinic, Institut d’Investigacidns Biomeédiques August Pi i Sunyer,

Centro de Investigacion Biomédica en Red de Enfermedades

Hepdticas y Digestivas, Barcelona, Spain; *Digestive Service, Marqués de Valdecilla University Hospital, Instituto de

Investigacion Sanitaria Valdecilla, Santander, Spain

We performed a case-series analysis of reactivation of
herpesvirus in patients with hepatitis C virus (HCV)
infection treated with direct-acting antiviral (DAA)
agents. We collected data from 576 patients with HCV
infection treated with DAA combinations at 3 hospitals
in Spain, from November 2014 through November 2015.
We also collected data from a control population (230
HCV-infected patients, matched for sex and age; 23
untreated and 213 treated with interferon-based regi-
mens). Herpesvirus was reactivated in 10 patients who
received DAA therapy (7 patients had cirrhosis and 3
patients had received liver transplants), a median of 8
weeks after the therapy was initiated. None of the
controls had herpesvirus reactivation. Patients with
herpesvirus reactivation were receiving the DAA agents
sofosbuvir with ledipasvir (with or without ribavirin,
7/10), ombitasvir with paritaprevir and ritonavir plus
dasabuvir (with or without ribavirin, 2/10), or sofos-
buvir with simeprevir plus ribavirin (1/10). Two of the
10 patients developed postherpetic neuralgia and 1
patient developed kerato-uveitis. All 10 patients with
herpesvirus reactivation achieved a sustained virologic
response. Immune changes that follow clearance of HCV
might lead to reactivation of other viruses, such as
herpesvirus. Patients with HCV infection suspected of
having herpesvirus infection should be treated imme-
diately. Some groups also might be screened for
herpesvirus infection.

Keywords: Varicella-Zoster Virus; Viral Reactivation; Hepatitis C
Virus; Antiviral Inmune Response.

reatment of hepatitis C virus (HCV) infection

has undergone a dramatic change with the
new direct-acting antivirals (DAAs), by decreasing
treatment duration and side effects associated with
prior pegylated-interferon (PEG-IFN)-based treat-
ments.”® In the current interferon-free era, the
increased incidence of bacterial infections seems to
have been overcome. However, we observed several
cases of herpesvirus (HV) reactivation during or
shortly after treatment with different combinations
of DAAs.

Descargado de ClinicalKey.es desde HOSPITAL

Methods

A review was performed of 576 patients with chronic
HCV infection treated with DAAs between November 2014
and November 2015 in 3 Spanish university hospitals. A
historic control cohort of 236 sex- and age-matched HCV-
infected patients was used, with a median follow-up
period of 37 months. This control cohort encompassed
23 untreated patients (10%) and 213 patients (90%)
treated with IFN-based regimens, including PEG-IFN +
ribavirin (RBV) and triple therapy using first-wave pro-
tease inhibitors. The cohort included 10 patients (4%)
with liver transplantation (LT) (1 untreated, 9 treated).

Results

We identified 10 of 576 cases (2%) of HV reactivation
during treatment in 2 populations: non-
immunocompromised and medically immunocompro-
mised patients (LT) (Table 1). The clinical presentations
were as follows: 7 of 10 cutaneous, 2 of 10 ocular, and 1
of 10 labialis. The median age was 67 years. Most pa-
tients had advanced liver fibrosis and 3 of the patient
had undergone LT. HV reactivation was diagnosed at a
median of 8 weeks after therapy initiation. Complications
included postherpetic neuralgia (PHN) (2 of 10 patients),
and herpetic kerato-uveitis (1 of 10 patients). The HCV
regimens were as follows: sofosbuvir/ledipasvir + RBV
(7 of 10 patients), ombitasvir/paritaprevir/ritonavir +
dasabuvir = RBV (2 of 10 patients), and sofosbuvir/
simeprevir + RBV (1 of 10 patients).

Abbreviations used in this paper: DAA, direct-acting antivirals; HBV,
hepatitis B virus; HCC, hepatocellular carcinoma; HCV, hepatitis C virus;
HV, herpesvirus; HZ, herpes zoster; IRIS, immune reconstitution inflam-
matory syndrome; LT, liver transplantation; PEG-IFN, pegylated-inter-
feron; PHN, postherpetic neuralgia; RBV, ribavirin; SVR, sustained
virologic response; VZV, varicella-zoster virus.

©® 2016 by the AGA Institute
1542-3565/$36.00
http://dx.doi.org/10.1016/j.cgh.2016.05.016

PUERTA DE HIERRO septiembre 24, 2016.

Para uso personal exclusivamente. No se permiten otros usos sin autorizacion. Copynight ©2016. Elsevier Inc. Todos los derechos reservados.
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resolved after oral acyclovir (800 mg/4 h) for 7 days. The
patient completed HCV treatment, achieving SVR.

Case 6

The sixth case was a 73-year-old woman with
compensated HCV-related cirrhosis who was a previous
nonresponder. She began treatment with sofosbuvir/
ledipasvir during 24 weeks. At week 22 she presented
with bilateral monometameric herpes zoster and was
treated with famciclovir 500 mg/8 h for 7 days with no
complications. Finally, the patient achieved SVR.

Case 7

The seventh case was a 79-year-old man with
compensated HCV-related cirrhosis who was treatment-
naive. He was treated with sofosbuvir/ledipasvir during
12 weeks. After 8 weeks of treatment he developed
herpes zoster that was treated with valacyclovir 1 g/8 h
for 7 days. HCV treatment was completed, and he ach-
ieved SVR.

Case 8

The eighth case was a 58-year-old man who was a
previous nonresponder, and was treated with sofosbu-
vir/ledipasvir + RBV (1000 mg/24 h) during 24 weeks.
At week 4, he developed herpes zoster treated with
acyclovir (800 mg/4 h) for 7 days. He later developed a
PHN that required treatment with pregabalin. The pa-
tient currently has an SVR.

Case 9

The ninth case was a 71-year-old woman with
compensated HCV-related cirrhosis (esophageal varices
on primary prophylaxis with propranolol), and who was
treatment-naive. She began treatment with ombitasvir/
paritaprevir/ritonavir + dasabuvir + RBV (1000 mg/d).
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Figure 1. Severe herpes zoster in a liver transplant patient. (A) Lateral view and (B) dorsal view of patient 1, who developed
herpes zoster along one left thoracic metamere at treatment week 20. Dermatologic manifestations were accompanied by
severe pain, which turned into postherpetic neuralgia requiring neural ablation. Although sustained virologic response was
achieved, residual symptoms still remain.

At week 4 she was diagnosed with periorbital herpes and
was started on acyclovir 800 mg/4 h during 7 days, with
complete resolution of symptoms. Currently, the patient
has undetectable HCV RNA at week 12 post-treatment,
thus, SVR.

Case 10

The 10th case was a 67-year-old woman who was
treatment experienced and is awaiting liver trans-
plantation for HCV-related cirrhosis and HCC. The patient
started treatment with sofosbuvir/ledipasvir + RBV
(600 mg/d). At week 4, she was diagnosed with severe
ophthalmic herpes with associated kerato-uveitis and
was treated with valacyclovir 1 g/8 h during 7 days.
Currently, the patient has achieved SVR.

Discussion

In the interferon era, bacterial infections were rela-
tively common in patients receiving treatment for HCV,
especially when advanced liver disease was present."?
With new interferon-free regimens, infectious complica-
tions do not appear to be a problem in this setting.

The herpesvirus family is known for its ability to
establish life-long infection.” Most adults are infected
with herpes virus-1, varicella-zoster virus (VZV), Eps-
tein-Barr virus, and probably herpes virus-6 and herpes
virus-7.*

Herpes zoster (HZ) is the result of reactivation of a
previous VZV infection, remaining latent in cranial
nerves and dorsal root ganglia and manifesting in pe-
riods when there is a direct or indirect down-regulation
of the immune system.3'5'(’ However, balance between
latency and reactivation of VZV seems to be a complex
process in which a precise understanding of the activated
pathways by clinical factors is lacking.’

Several studies have shown that VZV reactivation, most
commonly as cutaneous herpes zoster, can be observed
in transplanted patients receiving immunosuppressive

tiembre 24, 2016.
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treatment. Those patients receiving a more intensive
immunosuppression (typically heart or lung recipients) are
at higher risk, particularly with age older than 60 years.”™
Cases 1, 2, and 3 were LT patients, and 2 of these patients
were older than age 65, and therefore they would share some
of the earlier-mentioned risk factors (Table 1). Nevertheless,
all of the reactivations that occurred in our patients
happened during HCV treatment.

Regarding the other 7 immunocompetent patients, a
diminished lymphocyte count and advanced age in cases
4, 5, and 9 could be considered as predisposing condi-
tions (Table 1 and Supplementary Table 1). We could not
find any other typical risk factor for HV reactivation, such
as psychological or physical stress, concurrent infection,
or significant anemia. Disregarding immune impairment
previously described in cirrhotic patients, specific im-
mune disturbances also have been described in chronic
infection with HCV. However, treatment with DAAs
theoretically would restore these disturbances related to
an exhausted immune system, especially regarding
cellular immunity.**° Thus, the mechanism of these
reactivations could even seem paradoxic.

Two different arguments could be advocated to
enlighten our findings. First, 3 cases of hepatitis B virus
(HBV) reactivation have been reported recently in pa-
tients treated with simeprevir and sofosbuvir.'”'* The
authors of the case reports on HBV reactivation proposed
that viral interference on HBV replication caused by HCV
would be disrupted by treatment with DAAs. Therefore,
HBV would experience a reactivation after HCV clear-
ance, boosted by PEG-IFN absence. These reports justi-
fied a recent review statement on HBV reactivation by
the European Medicines 1"\gency.13 Second, it is tempting
to trace some parallelisms with immune reconstitution
inflammatory syndrome (IRIS), which can be seen in
some human immunodeficiency virus-infected patients
after highly active antiretroviral therapy. This syndrome
implies a pathologic inflammatory response to previ-
ously acquired conditions in the setting of an improved
immune response, mucocutaneous HZ being one of
them.'* IRIS can happen even several months after
initiation of highly active antiretroviral therapy. Simi-
larly, we observed 2 extra cases of HZ reactivation at 1
and 3 weeks after the end of treatment (data not shown).
Bearing in mind the earlier-mentioned immune implica-
tions of HCV chronic infection and treatment with DAA, it
is interesting that cellular immunity has been related
specifically to VZV reactivation in patients with IRIS.%*°
On the other hand, immune changes after quick HCV
clearance may be complex, including a down-regulation
of interferon-stimulated genes, which are key elements
of antiviral defense.'® In addition, an important report
was published very recently on the possible risk of he-
patocellular carcinoma reactivation after DAA treat-
ment."” One of the explanations could be a decrease in
immune surveillance as a result of a sudden and early
viral clearance in the context of IFN-free regimens. In
sum, treatment with a DAA alone might lead to a

7. Anexos
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transitory change of immune status, which would favor
HV reactivation in some patients.

The incidence of HV reactivation was low in our
cohort (1.74% per person-year; 95% confidence interval,
0.84%-3.17%). Nevertheless, we compared this series
with a control cohort of HCV-infected patients either
untreated or treated with IFN-based regimens, and no
patient from this cohort showed HV reactivation.

Even when a causal relationship is not definitive,
based on the temporal association and recent experience
we conclude that the incidence of HV reactivation may be
increased among patients on IFN-free regimens. There-
fore, we advise a high grade of clinical suspicion to
prescribe early treatment. HV status also may be checked
when other risk factors are present (LT or advanced age)
and VZV vaccine may be useful for non-LT patients
before HCV treatment.'® More research is necessary in
this new field because unexpected events might be
arising in patients treated with DAA.

Supplementary Material

Note: To access the supplementary material accom-
panying this article, visit the online version of Clinical
Gastroenterology and Hepatology at www.cghjournal.org,
and at http://dx.doiorg/10.1016/j.cgh.2016.05.016.
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Abstract
Cirrhosis secondary to hepatitis C virus infection is the lead-
ing cause of liver transplantation in most countries. Hepatitis
Chas an accelerated course after transplantation, and for this
reason graft and patient survival are decreased in compari-
son with other indications of liver transplantation. The devel-
opment of direct-acting antivirals has been a major step in
the management of hepatitis C and in a few years from now
the infection will be eradicated with the combination of oral
drugs with a good safety profile. This will likely allow preven-
tion of hepatitis C recurrence in most cases. Meanwhile, man-
agement of hepatitis C virus infection still relies on the com-
bination of interferon, ribavirin and the first-generation pro-
tease inhibitors telaprevir and boceprevir.

© 2014 S. Karger AG, Basel

Pathogenesis of Hepatitis C Recurrence

Hepatitis C is accelerated in liver transplant recipients,
compared to patients who are not immunosuppressed;
20-30% of recipients develop graft cirrhosis only 5 years
after liver transplantation (LT) [1]. A small proportion of
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patients (<5%) experience a rapid and aggressive form of
recurrence (fibrosing cholestatic hepatitis). Overall, hep-
atitis C virus (HCV)-infected LT recipients have a short-
er survival than recipients without HCV infection [2].
Blasco et al. [3] showed that the presence of portal hyper-
tension (hepatic venous pressure gradient (HVPG) >6
mm Hg), or significant fibrosis (fibrosis score 22) 1 year
after transplantation accurately identified patients at risk
for clinical decompensation and graft loss, due to recur-
rent hepatitis C (rapid fibrosers), whereas patients with
normal portal pressure and absent or mild fibrosis 1 year
after LT had excellent outcomes (slow fibrosers). The lat-
ter supports the idea that the first months following LT
are an important determinant of long-term outcome for
patients with recurrent hepatitis C. The exact mecha-
nisms leading to this rapid fibrosis progression in a sig-
nificant proportion of patients are not known. Neverthe-
less, recurrent hepatitis C is characterized by hepatocel-
lular damage, infiltration of the liver with inflammatory
cells, and tissue remodeling that ultimately results in pro-
gressive fibrosis and cirrhosis [4]. Infiltrating inflamma-
tory cells at the sites of liver injury secrete chemokines
that stimulate hepatic stellate cells (HSCs), which prolif-
erate and produce large amounts of extracellular matrix
proteins. In patients with hepatitis C recurrence after LT,
a number of mechanisms facilitate further activation of
HSCs, such as production of reactive oxygen species (es-
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Table 1. Treatment of patients awaiting LT [5-8]

Reference n Child/MELD Treatment Median duration, VR/SVR,
(first author) months %

Forns [5] 30 93% A or B/- INF + RIB 3 30/20
Everson [6] 124 7/11 LADR (INF + RIB) 6-12 46/30
Carrion [7] 51 88% A or B/12 PEG-INF + RIB 3 29/20
Everson [8] 63 7/12 LADR (PEG-INF + RIB) 4 59/25

VR (virological response) = undetectable HCV-RNA at time of liver transplantation; SVR = VR maintained

at least 6 months following transplantation.

pecially with old donor age), production of pro-inflam-
matory cytokines (graft rejection, increased HCV replica-
tion, infection with cytomegalovirus) and persistent cho-
lestasis (biliary complications). Indeed, some of these
variables have been clearly related to a more aggressive
course of hepatitis C following transplantation.

Treatment of Patients Awaiting Liver
Transplantation

Patients with advanced cirrhosis and particularly those
who are awaiting a LT are one of the most difficult to treat
populations. The aim of antiviral treatment while on the
waiting list is to achieve either a sustained virological re-
sponse (SVR) or an on-treatment undetectable HCV-
RNA at the time of transplantation to avoid HCV infec-
tion of the graft.

A few studies have shown that Peg-IFN + RBV treat-
ment can prevent graft infection in patients who achieve
viral clearance (undetectable HCV-RNA) during therapy
before LT (table 1) [5-8]. As expected, response rates are
mainly influenced by genotype (better results in non-G1
patients) and, in those patients who achieve viral clear-
ance, it appears that duration of treatment may be rele-
vant (>16 weeks of therapy is associated with prevention
of graft infection after LT).

Fornsetal. [5] and Carrion etal. [7] treated 81 patients
in the waiting list with IFN/Peg-IFN + RBV. Antiviral
therapy was started a few months before LT and contin-
ued until LT (median duration of ~12 weeks). Undetect-
able HCV-RNA was achieved in one third of treated in-
dividuals, but the overall response rate was only 20%,
since infection recurred in some patients who had unde-
tectable HCV-RNA at the time of transplantation. Ever-
son et al. [6] evaluated the effectiveness, tolerability, and
outcome of a low accelerating dose regimen (LADR) of

Viral Hepatitis and Liver Transplantation

antiviral therapy (Peg-IFN + RBV) in 124 patients with
advanced HCV-related cirrhosis awaiting LT. Overall,
24% of patients remained HCV-RNA-negative following
LT; 63% of them were infected with non-1 genotypes (2
or 3). More recently a US multicentric, randomized, con-
trolled study assessed the efficacy and safety of pretrans-
plant Peg-IFNa,, + RBV for prevention of post-trans-
plant HCV recurrence [8]. Patients with HCV genotypes
1/4/6 (n = 44/2/1) were randomized 2:1 to treatment (n =
31) or untreated control (n = 16); all HCV G2/3 (n = 32)
were assigned to treatment. Overall, 25% of treated pa-
tients achieved SVR (maintained 12 weeks after LT). The
rate of relapse in patients who achieved on treatment re-
sponse was surprisingly high in this study, though the use
of a less sensitive assay to detect HCV-RNA in some cen-
ters may explain the differences with previous studies. As
stated above, the only variable clearly related to perma-
nent viral clearance was the duration of therapy (>16
weeks).

Treatment in this setting has several limitations. First-
ly, a significant proportion of patients in the waiting list
have absolute contraindications to undergo interferon-
based therapy (i.e. advanced liver failure, cytopenias, re-
nal failure) [1]. Secondly, it is not uncommon that pa-
tients awaiting LT have already undergone one or more
courses of Peg-IFN + RBV: in case of previous null re-
sponse or partial response, it is obvious that, unless bo-
ceprevir or telaprevir are included in the regimen (see be-
low), retreatment of these patients is not indicated. Fi-
nally, safety is an issue when treating patients with
advanced liver disease. Carrion et al. [7] analyzed in a
case-control study the outcomes of 51 patients undergo-
ing antiviral treatment while awaiting LT (compared to
51 untreated controls that were matched by MELD,
Child-Pugh and time on the waiting list). The treated
group showed a significantly higher incidence of bacte-
rial infections (mainly Gram-negative spontaneous bac-
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teremia and spontaneous bacterial peritonitis) when
compared to the untreated control group. Infections (a
few of them with fatal outcomes) occurred almost exclu-
sively in patients with advanced liver disease (Child B and
C). Similar results were recently reported by Everson et
al. [8] and indeed, both studies support the use of prophy-
lactic norfloxacin in Child B patients who will undergo
interferon-based therapy and clearly dissuade the attend-
ing physician from treating patients with Child-Pugh C
cirrhosis.

The recent approval of the first protease inhibitors
(PIs) boceprevir and telaprevir has been a major step for-
ward in the treatment of chronic hepatitis C in genotype-
1-infected patients. The SVR rates increase by nearly 30%
with triple therapy as compared to Peg-IFN + RBV in
naive genotype-1 patients and by 25-60% in treatment-
experienced genotype-1 patients (depending on previous
treatment responses) [9-13]. Unfortunately, response
rates are still significantly reduced in cirrhotic patients,
both in naive and previously treated populations. The
most disappointing results of the registration trials using
first-generation PIs were probably obtained in cirrhotic
patients who were previous null responders. Indeed, re-
sults from the REALIZE trial [13], which included a sig-
nificant proportion of patients with advanced disease
(F3/F4), showed SVR rates below 15% in this particular
group of patients.

In addition to the disappointing efficacy results, PI-
based regimens in compensated cirrhotic patients may be
associated with serious adverse events, such as severe in-
fection, clinical decompensation and even death. These
important side effects were not seen in the registration
trials since patients included in these studies were mostly
very well compensated cirrhotics without significant por-
tal hypertension (low platelet count was an exclusion cri-
teria). Data from studies assessing the safety and efficacy
of triple therapy in real life including patients with more
advanced liver disease have been presented recently in
several meetings. The largest series so far is the French
CUPIC cohort [14] which includes nearly 500 HCV ge-
notype-1 treatment-experienced compensated cirrhotics
(relapsers and partial responders). Most patients were
Child-Pugh A and the mean MELD score was 8; varices
were present in around 35% and the mean platelet values
were 150,000 (though with a wide range). Up-to-date
SVR 12-week reported rates are 40 and 41% for telaprevir
and boceprevir-based treatment, respectively. As stated
above, the rates of serious adverse events were 54 and 51%
with telaprevir-based and boceprevir-based therapy, re-
spectively. Furthermore, infections were reported as an
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important complication (4-9%) as well as hepatic decom-
pensation (5%). It is noteworthy that the type of infec-
tions reported in the CUPIC cohort (and other large co-
horts) did not follow the usual profile expected in cir-
rhotic patients (spontaneous bacteremia, spontaneous
bacterial peritonitis or urinary infection caused by Gram-
negative bacteria). In contrast, infections of the respira-
tory tract or sepsis caused by Gram-positive bacteria or
other pathogens were frequently reported (some of them
resulting in fatal outcome). The main predictive factors
of severe complications (severe infections, clinical de-
compensation or death) were a low platelet count
(<100,000/mm?) and low albumin levels (<35 g/1). Im-
portantly, the odds ratio for severe complications was
3.11 in patients with low platelet counts, 6.33 in patients
with albumin <35 g/, and the combination of both allows
the definition of a subgroup of patients with a risk of
>40% to develop severe complications. As expected, ane-
mia was a very frequent complication and blood transfu-
sions were necessary in around 15% of treated individu-
als.

To date, data on triple therapy in HCV-infected pa-
tients awaiting LT are limited, but the French CUPIC co-
hort study suggests that the use of telaprevir and bocepre-
vir should be restricted to G1-infected patients with very
well compensated cirrhosis who do not have significant
portal hypertension (HVPG <10 mm Hg). Thus, only pa-
tients in whom the indication of LT is hepatocellular car-
cinoma are potential candidates for LT. Previous relaps-
ers or partial responders have greater probabilities of
achieving a virological response; in previous null re-
sponders a lead-in phase should facilitate the decision to
add a PI or interrupt treatment. In order to avoid the ap-
pearance of viral resistant strains (that could hamper fu-
ture treatments after transplantation) it is very important
to use the stopping rules in patients who undergo triple
therapy while awaiting LT. As mentioned above, there is
a clear relationship between a low platelet count/low al-
bumin with the risk of severe adverse events and thus,
triple therapy should not be indicated in Child B patients.
An algorithm summarizing the management of hepatitis
C in patients awaiting LT is shown in figure 1.

In the near future, more potent drugs and better toler-
ated regimens will become available. A number of new in-
hibitors of the HCV life cycle, including IFN-based and
IFN-sparing regimens, are currently under investigation
and they are expected to show several advantages over the
first-generation PIs, including better safety and tolerabili-
ty, especially in cirrhotic patients. Furthermore, combina-
tions of some of these drugs have a higher barrier to resis-
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Child-Pugh <8 (MELD <18)

\ Patients awaiting LT (HCV) \

Child-Pugh 28 (MELD 218)

Genotype 2, 3 or 4

l

No treatment
Consider clinical trial IFN-free
(direct-acting antiviral)

Color version available online

Naive
relapser

responder

‘ Non-

I

Peg-IFN + RBVa

Fig. 1. Proposed algorithm for the manage-
ment of patients with HCV infection await-
ing LT.

VL = Viral load.

a Consider clinical trial.
b Do not add PI if portal hypertension (platelets <100,000) and albumin <35 g/I.

l Genotype 1
No treatment?

Naive relapser
Partial responder

Null responder

‘l’ Y VL >1logio ¥ VL <1 logio
Peg-IFN + RBV + TVP/BOC=b | after lead-in after lead-in

Peg-IFN + RBV + TVP/BOC= b No therapys

tance, have pan-genotypic activity and can be given for
shorter periods of time. Overall, it becomes clear that in the
next few years we will be able to treat most of our cirrhotic
patients with safer and more potent drugs than those used
currently. Nevertheless, well-designed studies including
large cohort of cirrhotics are still necessary to confirm if we
will indeed be able to eradicate hepatitis C in the majority
of these patients. It is likely that the results of these studies
will become available during 2014 and 2015.

Treatment of HCV Recurrence after Liver
Transplantation

The cornerstone in the management of HCV patients
after LT is correct follow-up of liver fibrosis across time.
Assessment of hepatitis C severity after LT can be per-
formed with invasive and non-invasive methods. It is well
established that the presence of significant fibrosis in the
graft (F 22, METAVIR) or portal hypertension (HVPG
>6) 1 year after LT identifies patients with aggressive hep-
atitis C recurrence. These patients (‘rapid fibrosers’) have
a higher risk of graft loss than patients with lower stages
of fibrosis and normal portal pressure at the same time
point (‘slow fibrosers’), which have usually very good out-
comes. Non-invasive methods such as liver stiffness mea-
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surements have shown excellent correlation with histo-
logical and hemodynamic results, avoiding a number of
liver biopsies [15, 16]. The early identification of patients
at risk of progression is important to indicate antiviral
therapies, as SVR after LT is known to reverse the fibrot-
ic process and to have an impact on graft and patient sur-
vival [1, 17].

Standard Combined Therapy (Peg-IFN + RBV) after LT

The most common approach to treat hepatitis C after
LT has been to start Peg-IFN + RBV once histological
damage (especially fibrosis) is confirmed in the graft
(months or even years after LT) [1]. Fibrosis F2 or a tran-
sient elastography >8.7 kPa identify patients who will
benefit from viral eradication. Overall SVR rates with
combined therapy are low, ranging between 30 and 40%
across different series, which have been combined there-
after in three systematic reviews [18, 19]. These modest
virological results are mainly explained by high rates of
treatment discontinuation (20-38%), dose reductions
(66-73%) and poor tolerance or adverse events. LT re-
cipients are particularly prone to the hematological toxic-
ity (particularly anemia). RBV dose reductions and the
use of EPO are very frequent (75-80%) in this setting. The
risk of rejection is small and has been reported to occur
in ~5% of treated patients.
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Telaprevir: first-day IS dosing

Absorption —> FFESES )ﬁf‘

CsA: Reduce to ~1/4 (200 to 50 mg/day)

TAC: Reduce to ~1/30 (2 mg/day to 0.5 mg/week)

« Check every other day during first week of triple therapy (or until steady state)
« Back to baseline dose after IP interruption (check weekly for at least 1 month)

P-glycoprotein: | absorption T excretion of substrates
S

Protease inhibitors (PI): substrates and inhibitors

Color version available online

L
CYP3A4: CsA and TAC

Boceprevir: first-day IS dosing

CsA: Reduce to ~1/2 (200 to 100 mg/day)

TAC: Reduce to ~1/8 (4 to 0.5 mg/day)

Fig. 2. Management of hepatitis C after LT. CsA- and TAC-proposed adjustments when using PIs.

Despite these results, the positive impact of SVR on
survival is evident. Some years ago, Carrion et al. [20] also
demonstrated the positive impact of SVR on HVPG when
performed before and after antiviral treatment: portal
pressure decreased or stabilized in responders compared
to non-responders, in whom HVPG increased rapidly
over time. More importantly, patients achieving SVR af-
ter LT have better survival curves compared to non-re-
sponders, as shown by Berenguer et al. [17].

Triple Therapy in the LT Setting

Regarding triple therapy with PIs in the post-LT set-
ting, only preliminary data have been presented so far.
Results in two large series of patients were presented in
the last International Liver Congress. Coilly et al. [21]
showed end-of-treatment data from a French multicenter
cohort including 98 Gl-infected LT recipients treated
with triple therapy for 48 weeks. Most patients had ad-
vanced fibrosis or cirrhosis and a few of them fibrosing
cholestatic hepatitis. Boceprevir was added to Peg-IFN
and RBV in 42% of patients (n = 41), while telaprevir was
used in the remaining 58% (n = 57). Immunosuppressive
therapy was well balanced between cyclosporine (CsA)
and tacrolimus (TAC) (50%). Up to one third of the co-
hort was infected with genotype la and 30% of patients
were previous non-responders to standard combined
therapy after LT. On-treatment responses (week 12) were
83% for patients receiving boceprevir and 61% of those
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treated with telaprevir. End-of-treatment (week 48) re-
sponses were only available in a small number of indi-
viduals: 14 out of the 17 patients (82%) for boceprevir-
based treatment and 6 out of 16 (38%) for those treated
with telaprevir. One of the major concerns in the study
was the high rate of treatment discontinuation (51% in
the telaprevir group, 34% in boceprevir group) mainly
due to the development of severe adverse events (42%).
Some of these serious adverse events had fatal outcomes
(n = 6) and were mostly explained by sepsis (n = 5).
Data from a multicentric US cohort (CRUSH) were
also presented at the International Liver Congress (2013)
by Verna et al. [22]. The study included 112 patients who
were mainly treated with a telaprevir-based regimen
(90%). Treatment with the PI was preceded by a lead-in
phase (Peg-IFN + RBV), in most cases longer than 4
weeks. 55% of patients were infected with Gla, and half
of the patients (48%) were previous non-responders to a
previous course of Peg-IFN + RBV after LT. Up to 84% of
patients showed significant fibrosis (F 22) in the liver bi-
opsy before treatment, and the cohort included up to 10%
of cirrhotic patients and 11% of individuals with fibrosing
cholestatic hepatitis. Immunosuppressive therapy was
CsA-based in 65% of patients and 35% were under TAC.
At week 12, 78/93 (84%) had undetectable HCV-RNA;
58/86 (67%) had undetectable viremia by the end of ther-
apy, and 28/43 (65%) remained HCV-RNA-negative 4
weeks after treatment interruption. As in the previous co-
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hort, the rate of adverse events was high and 21% of pa-
tients required hospitalization. One third of patients re-
quired Peg-IFN dose reductions and 80% RBV dose re-
ductions. EPO was used in nearly 80% of treated patients
and half of individuals required blood transtusion.

Drug-drug interactions have become a challenge for
transplant hepatologists who use PIs. It is well known that
CYP3A4 isoenzymes are the most abundant in the liver
and are involved in the metabolism of the majority of
drugs. First-generation PIs (telaprevir, boceprevir) are
not only substrates but also inhibitors of this system (as
well as P-glycoprotein transporter), thus strongly inter-
acting with many drugs. CsA and TAC are substrates of
CYP3A. Taking into account their narrow therapeutic
range, dose adjustments are crucial and require very close
monitoring when combined with PIs. In a recent study in
healthy volunteers, boceprevir has been shown to in-
crease the area under the curve of CsA and TAC by 2.7
and 17, respectively [23]. In another study, the concomi-
tant administration of immunosuppressive therapy with
telaprevir in healthy volunteers increased CsA and TAC
exposures approximately 4.6- and 70-fold, respectively
[24]. These data, along with the experience accumulated
by several groups, has derived in some general recom-
mendations when indicating triple therapy in HCV-in-
fected transplant patients (fig. 2).
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New Direct-Acting Antivirals and Interferon-Free

Regimens after LT

There are only a few isolated reports of the use of in-
terferon-free regimens in the LT setting. Fontana et al.
[25] showed for the first time the success of combined
treatment with daclatasvir (a potent oral NS5A replica-
tion complex inhibitor) and sofosbuvir (a potent oral nu-
cleotide polymerase inhibitor) for 24 weeks in an LT re-
cipient suffering from a severe hepatitis C recurrence 8
months after LT. The patient achieved SVR.

Fortunately, several clinical trials using oral direct-act-
ing antivirals are currently ongoing or recruiting patients
in HCV-infected LT recipients. The current approach to
the treatment of HCV-infected patients in the setting of
LT will rapidly change in the next few years. It is likely
that we will be able to prevent most cases of hepatitis C
recurrence by treating HCV infection before transplanta-
tion. As occurred with hepatitis B, hepatitis C-related cir-
rhosis will show excellent results after LT.
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