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RESUMEN

Introduccion: La OMS estima a nivel mundial existen entre 130-150 millones de
personas infectadas con el VHC (1). En Estados Unidos hay cerca de 3,5 millones
de individuos infectados (2). La prevalencia en Europa es del 1,7% y en
Latinoamérica es del 1.23% (3,4). En Colombia se estima una prevalencia del
1.2%. Se calcula que en el territorio colombiano existen entre 400.000 y 500.000
personas infectadas con el VHC (5). La evidencia acumulada muestra que el
andlisis del polimorfismo rs12979860 del gen de la IL28B, es una herramienta util
para determinar la respuesta por parte del paciente infectado con el genotipo 1b
del VHC ante un tratamiento con PeglFN/RBV (6). En Colombia no se conoce la
frecuencia del genotipo del polimorfismo rs12979860 IL28B en la poblacion, ni el
impacto de esta sobre la infeccion por el virus de la hepatitis C (VHC). Este trabajo
se convierte en un primer resultado de las frecuencias presentes del genotipo de
este polimorfismo en una poblacién colombiana analizada y ademas establece una
asociacion entre la presencia del genotipo CC y la RVS (respuesta viral sostenida)
después de un tratamiento inicial con PeglFN/RBV. Objetivo: Determinar la
asociacion del polimorfismo rs12979860 y la RVS en pacientes con hepatitis C
genotipo 1b, tratados en Clinica Colsanitas Materiales y métodos: Estudio de
casos y controles. Se utilizO un muestreo no probabilistico consecutivo y a
conveniencia de los que cumplieron los criterios de elegibilidad. Se analizaron 60
pacientes. Se realizd analisis estadistico que incluyo: Una estadistica descriptiva,
analisis bivariado y un modelo de regresion logistica. Resultados y conclusiones
La muestra de controles analizados se encontraba en equilibrio de Hardy-
Weinberg. El resultado de las frecuencias alélicas mostro que el alelo T fue mayor
por una minima diferencia con respecto al alelo C. El genotipo homocigoto CC
mostro ser el de menor frecuencia en el nimero total de pacientes analizados. Se
observdé que el 71,4% de los pacientes que poseian el genotipo CC habian
alcanzado una RVS. Se logré determinar una asociacion entre la presencia del
SNP rs12979860 genotipo CC y la RVS en pacientes con hepatitis C genotipo 1b
tratados con PegINF/RBV de la Clinica Colsanitas. El analisis multivariado
demostré que los pacientes con este polimorfismo tienen 5 veces mas
probabilidades de alcanzar una RVS al tratamiento estandar.



ABSTRACT

Introduction: WHO estimates a global level between 130 and 150 million people
infected with HCV (1). In the United States there are about 3.5 million infected
individuals (2). The prevalence in Europe is 1.7% and in Latin America is 1.23%
(3,4). In Colombia a prevalence of 1.2% is estimated. It is estimated that in the
Colombian territory there are between 400,000 and 500,000 people infected with
HCV (5). The accumulated evidence shows that the rs12979860 polymorphism
analysis of the IL28B gene is a useful tool to determine the response of patients
infected with HCV genotype 1b to a treatment with PeglFN/RBV (6). In Colombia
the frequency of the polymorphism rs12979860 IL28B in a population is unknown,
nor is the impact of this on hepatitis C virus (HCV) infection. This work becomes a
first result of the genotype frequencies of this polymorphism in a Colombian
population analyzed and also establishes an association between the presence of
CC genotype and SVR (sustained viral response) after an initial treatment with
PegIFN/RBV. Objective: To determine the association of polymorphism and SVR
in patients with hepatitis C genotype 1b treated in Clinical Colsanitas Materials
and methods: Case-control study. A consecutive non-probabilistic sampling and a
convenience of those meeting the eligibility criteria were used. Sixty patients were
analyzed. A statistical analysis was performed that included: Descriptive statistics,
bivariate analysis and a logistic regression model. Results and conclusions: The
sample of controls analyzed is in Hardy-Weinberg equilibrium. The result of the
allelic frequencies showed that the T allele was greater by a minimal difference
with respect to the C allele. The homozygous genotype CC is the smallest of the
frequency in the total number of patients analyzed. It was observed that 71.4% of
the patients who presented the CC genotype had reached SVR. We were able to
determine the association between the presence of SNP rs12979860 CC genotype
and SVR in patients with hepatitis C genotype 1b treated with PegINF/RBV from
the Colsanitas Clinic. Multivariate analysis showed that patients with this

polymorphism are 5 times more likely to achieve SVR than standard treatment.



INTRODUCCION

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que en la actualidad se
encuentran entre 130 y 150 millones de personas infectadas con el virus de la
hepatitis C (VHC) (1). Entre 300.000 y 500.000 personas mueren anualmente por
enfermedades hepaticas relacionadas con esta infeccion (7). En Europa cuatro
millones de personas son portadoras de este virus. En los paises occidentales, la
hepatitis C (HC) representa la primera causa de morbilidad por enfermedad

hepatica (8).

La hepatitis C es una enfermedad infecciosa causada por el VHC que afecta
principalmente al higado, aunque causa enfermedades extrahepaticas. La
infeccion aguda generalmente es asintomatica, en un 80% progresa a enfermedad
hepatica y el 20% de estos casos desarrollan cirrosis, insuficiencia hepética o
cancer de higado (9). El principal factor de riesgo para la transmision del VHC
antes de 1990 era la transfusion de sangre; cuando no se disponia de pruebas
diagnésticas para detectar la infeccion (10). En la actualidad aln se considera la
transfusion un factor de riesgo junto con la utilizacibn de drogas ilicitas via

intravenosa, tatuajes y contacto sexual con pacientes infectados (11).

En los ultimos cinco afos el tratamiento de la infeccién crénica por el VHC
genotipo 1 ha tenido un progreso inesperado. Hasta hace tres afios el tratamiento
estandar era el interferon pegilado (PegINF) combinado con ribavirina (RBV), con
lo cual se lograba curar la infeccién en el 40 a 50% de los pacientes infectados
(12). En los ultimos 5 afios ha ocurrido una revolucion en el tratamiento de la HC,
ya que ha permitido tratar pacientes con terapias libres de IFN, agrupando varios
antivirales de accion directa (AAD) que acttan a diferentes niveles de la sintesis

de proteinas virales (13),(14).

Actualmente se han desarrollado inhibidores de la proteasa (telaprevir, boceprevir,
simeprevir, paritaprevir, grazoprevir), inhibidores de la proteina no estructural

NS5A (daclatasvir, ledipasvir, ombitasvir, elbasvir) e inhibidores de la proteina no
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estructural NS5B (sofosbuvir, dasabuvir), todos ellos con una elevada eficacia
antiviral (12,15). A pesar de que en Colombia los primeros antivirales de accién
directa (AAD) (Telaprevir y Boceprevir) aparecieron en el 2011, a la fecha aun se
aplican combinaciones con PeglFN alfa 2a o alfa 2b y ribavirina (RBV). Los
pacientes infectados pueden responder de forma diferencial a los tratamientos
antivirales. Una de las posibles explicaciones de esta respuesta diferencial es el
genotipo que infecta al paciente, el cual es considerado un factor predictivo
independiente en la respuesta viroldgica al tratamiento, por lo tanto, un factor

clave en la eleccién del mismo (16).

Con base en analisis filogenéticos de los virus circulantes en la poblacion mundial
y con el desarrollo de métodos moleculares de deteccion y genotipificacion; se han
identificado 7 genotipos del virus de la hepatitis C (1-7), estos genotipos se
subdividen en 67 subtipos (a, b, c y otros)(17). Los genotipos 1a, 1b y 3a se
encuentran ampliamente distribuidos por todo el mundo (7). En Europa y América
los subtipos 1a y 1b son los mas frecuentes (18). La presencia del genotipo 1 no
solo es predictiva de una posible enfermedad hepatica mas severa cuando se lo
compara con otros genotipos, sino que también, y en particular el subtipo 1b; es el
mas resistente al tratamiento con interferon alfa pegilado (IFN-a). Las respuestas
terapéuticas mas eficientes y sostenidas frente al IFN-a son observadas en
pacientes infectados con los genotipos 2 y 3 en comparacion con genotipos 1y 4
(19).

El gen de la IL28B codifica para el interferon lambda 3. La induccion de los
interferones tipo I, Il y Il (alfa, beta y lambda) en las células infectadas es un
evento temprano y crucial en la defensa del huésped contra del virus (20).
Estudios recientes han encontrado una fuerte asociacion entre las variantes
alélicas del locus rs12979860 del gen de la IL28B en el cromosoma 19, con la
resolucién espontanea del virus (aclaramiento)(21,22). Goldestein y colaboradores
en el 2009 identificaron en el cromosoma 19 un polimorfismo del gen IL28B,
relacionado con la respuesta viral sostenida (RVS) en una muestra superior a

1600 pacientes con infeccién cronica por VHC de genotipo 1 que habian sido
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tratados con PegINF y RVB (6). Estos hallazgos evidencian la gran importancia del
sistema inmune innato en el aclaramiento del VHC (23).

La presencia de estos polimorfismos en la region del gen IL28B esta fuertemente
relacionada con la probabilidad de lograr una respuesta viral sostenida (RVS) con
los esquemas de tratamiento que tienen PeglFN alfa 2a o alfa 2b y ribavirina(RBV)
en pacientes infectados con el genotipo 1 del VHC (24). Este resultado se alcanza
cuando el ARN del VHC es indetectable a las 24 semanas posteriores al haber
terminado el tratamiento. Las frecuencias del genotipo del polimorfismo IL28B
varia entre las diferentes poblaciones y permite explicar la heterogeneidad que
existe en la respuesta a los regimenes basados en INF en los diferentes grupos
étnicos (25).

El objetivo de la presente investigacion es determinar del efecto del polimorfismo
rs12979860 del gen IL28B en la eficacia el tratamiento en pacientes infectados
con genotipo de hepatitis C 1b en una poblacién colombiana, atendida en la

Clinica Colsanitas.
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1. PROBLEMA

La genotipificacién del VHC es un tema de interés clinico y epidemioldgico ya que
es crucial para el correcto manejo terapéutico del paciente infectado. En los paises
en vias de desarrollo no siempre se tiene suficiente informacién sobre la
prevalencia de los diferentes genotipos y su distribucion geografica (26). El
genotipo del VHC es un factor pronostico con importancia estadistica propia e
independiente de otros factores (carga viral o dafio hepatico previo) de la RVS al
tratamiento antiviral (22). Los pacientes infectados por los genotipos 2 y 3 tienen
de 2 a 3 veces mas posibilidades de alcanzar una RVS que los infectados por el
genotipo 1, con una menor dosis de RBV y en un régimen terapéutico mas corto.
En caso de que el paciente no responda a tratamiento inicial tienen mayor
probabilidad de responder a un segundo curso terapéutico si esta infectado por los

genotipos 2 0 3 que si lo estuviera por el genotipo 1 (12).

El gen IL28B que codifica para el interferon lambda (INF-A) esta implicado en la
respuesta inmunoldgica contra virus, incluyendo el VHC. Existen tres genotipos del
gen IL28B: CC, CT y TT. Las personas con el genotipo CC presentan una
respuesta inmunolégica mas potente frente a la infeccion por VHC que las que
tienen los genotipos CT o TT (también denominados genotipos no-CC) (27). Esta
respuesta inmunoldgica hace que los pacientes que presentan un genotipo CC
tengan mas probabilidades de eliminar espontdneamente el VHC sin tratamiento
(aclaramiento viral) en los primeros meses de la infeccion (19). Las personas con
un genotipo CC también son de dos a tres veces mas propensas a controlar la

infeccion con PegINF y RBV, con independencia de su origen étnico (28).

El efecto de los SNPs de IL28B se ha observado principalmente en los pacientes
infectados por los genotipo 1 y 4 del VHC, a los que cominmente se les denomina
como pacientes malos respondedores (29). Asi, los pacientes que poseian el alelo
C en estado homocigoto (genotipo CC) en rs12979860, presentaron una tasa de

RVS aproximadamente dos veces superior a la que presentaron los pacientes que
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presentaban un genotipo CT y casi tres veces superior a la que presentaron los
pacientes homocigotos para el alelo T (TT) (30).

La identificacion del polimorfismo en el gen IL28B (CC frente a CT/TT) y de los
subtipos del genotipo 1 del VHC (1b) son factores que permiten pronosticar con
bastante solidez la probabilidad de responder al tratamiento estandar en pacientes
con infeccion por VHC dificil de tratar (21). En Colombia los estudios de genotipos
de HCV han sido muy pocos y con una poblacion limitada; aunque no dejan de ser
significativos, se requiere la incorporacion de variables como la determinacién de
este polimorfismo en pacientes con prondstico no favorable y la frecuencia en que

se presenta.

Las guias de diagnostico y tratamiento de HC desarrolladas por la Asociaciones
Colombianas de Gastroenterologia, Endoscopia digestiva, Coloproctologia y
Hepatologia y apoyadas en la evidencia, recalcan la importancia de la
genotipificacion de los polimorfismos del gel IL28B, ya que son varias las
publicaciones que relacionan la probabilidad de lograr una RVS con un tratamiento
de PegINF y la RBV en pacientes infectados con el genotipo 1 del virus (31). Por
lo que acelera la necesidad de estudios de asociacion del polimorfismo con la RVS

en pacientes colombianos, que reciban un tratamiento convencional para la HC.
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2. JUSTIFICACION

Durante la infeccion por el VHC la mayoria de los pacientes (>70%) quedaran con
infeccion croénica, la cual puede llevar a cirrosis, a carcinoma hepato-celular o a
ambos. Teniendo en cuenta estas complicaciones y su alta frecuencia, se realizan
permanentemente multiples estudios para ampliar los conocimientos de la historia

natural de la enfermedad (5,11,18).

Los principales factores de riesgo asociados al desarrollo de una enfermedad
hepatica grave causada por la infeccién son la edad, el sexo y el consumo de
alcohol (32). Aunque en algunas ocasiones pacientes con las mismas
caracteristicas muestran una progresion diferente de la enfermedad. Por ello es
significativo realizar estudios de factores genéticos en el huésped para determinar
si polimorfismos especificos estan asociados con la progresion de la hepatitis C y
poder conocer de antemano qué pacientes son los que probablemente
desarrollardn la enfermedad hepatica cronica (33). Esto permitiria un uso racional
de la terapia y potencialmente ayudaria a la identificacion de nuevas dianas

terapéuticas (34).

La determinacion del genotipo es una herramienta clave en estudios de
epidemiologia molecular, ensayos de diagnostico y tratamiento de la infeccién por
virus por lo que su estudio es crucial en paises en vias de desarrollo que permita
acceder a todas los alcances médicos de tratamiento sin error a seleccionar la
terapia adecuada (11,15,35).

En la actualidad, una de las asociaciones mas estudiadas es la de los
polimorfismos del gen IL28B concretamente rs12979860 y rs8099917 y la fuerte
asociacién con una respuesta viroldgica sostenida al tratamiento (21,36,37). Este
proyecto tiene como objetivo determinar el efecto del polimorfismo rs12979860

del gen IL28B en pacientes con genotipo de hepatitis ¢ 1b de la clinica Colsanitas.

15



3. OBJETIVOS
3.1.0bjetivo General

Determinar la asociacion del polimorfismo rs12979860 y la RVS en pacientes con

hepatitis C genotipo 1b, tratados en Clinica Colsanitas.

3.2.0bjetivos Especificos

e Caracterizar la poblacion de la Clinica Colsanitas con diagndstico hepatitis

C genotipo 1b en seguimiento médico.

e Estimar las frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo rs12979860

en el gen IL28B en pacientes con hepatitis C 1b.

e Describir la carga viral pretratamiento en la poblacion de pacientes con
hepatitis C 1b.
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4. HIPOTESIS

HO: El polimorfismo CC del gen IL28B no influye en el alcance de la respuesta viral
sostenida (RVS) al tratamiento con interferon pegilado (PegINF) mas ribavirina

(RBV) en pacientes con hepatitis C genotipo 1b.

H1: El polimorfismo CC del gen IL28B influye en el alcance de la respuesta viral
sostenida (RVS) al tratamiento con interferon pegilado (PegINF) mas ribavirina

(RBV) en pacientes con hepatitis C genotipo 1b.
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5. MARCO DE REFERENCIA

5.1.Particula viral

El VHC es un virus ARN de cadena simple positiva, con envoltura, que pertenece
a la familia Flaviviridae y al género Hepacivirus (38). Se conocen siete genotipos
gue muestran una variacion del 30% al 35% en su secuencia de nucleotidos, con
una capacidad diferente de producir infeccion persistente y causar dafio hepatico;
asi como respuesta diferente a los anticuerpos neutralizantes cruzados y a los
medicamentos antivirales (11). Dentro de cada uno de los siete genotipos hay mas
de 50 subtipos que se denominan a, b, ¢, d y asi sucesivamente. De igual manera
en cada individuo infectado se encuentran cuasiespecies, que representan la gran
heterogeneidad genética de este virus. Esta variabilidad genética est4 dada por la
enzima ARN polimerasa viral, que no corrige los errores durante la replicacion del

genoma viral y la cual dificulta el desarrollo de una vacuna efectiva (18).

La particula viral tiene forma esférica, con un diametro aproximado de 40nm a
70nm. Su genoma contiene un solo marco de lectura que en sus extremos tiene
las regiones no codificantes (NTR, del inglés non-translated RNA) 5’ y 3’ entre las
que se encuentra un marco abierto de lectura (ORF, del inglés open reading
frame) que codifica una poliproteina formadora de proteinas viricas que pueden
ser estructurales (C: core o nucleocapside; E1 y E2: glicoproteinas 1 y 2 de la
envoltura, con dos regiones hipervariables), o no estructurales (NS, del inglés non-
structural). Ambas estan separadas por el péptido de membrana p7. Este virus
circula en varias formas y tiene la capacidad de unirse a las lipoproteinas de baja
densidad (LDL, del inglés low density lipoproteins) y de muy baja densidad (VLDL,
del inglés very low-density lipoprotein), lo cual le facilita la entrada a la célula,

utilizando los receptores para estas lipoproteinas (9,11,38).
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Figura 1. Organizacion genética y procesamiento de poliproteina del VHC.
Modificado de Ralf B., Volker L., and Francois P. The molecular and structural
basis of advanced antiviral therapy for hepatitis C virus infection (39).

Las regiones hipervariables codifican las proteinas de la envoltura viral que
cambian entre los diferentes tipos y que permite al virus evadir las defensas
inmunitarias del huésped dirigidas contra las proteinas de la cubierta virica,
confiriéndole una elevada heterogeneidad genética (como en todos los virus ARN)
(32). Esta gran heterogeneidad del VHC genera una respuesta variable al
tratamiento con PeglFN, asi como el desarrollo de una amplia gama de
presentaciones clinicas de la enfermedad desde formas asintomaticas hasta
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formas crénicas, cirrosis y carcinoma hepatocelular (40). EI indice de
multiplicacion del VHC es altisimo (de hasta 1012 viriones al dia), y quizas la
causa de que circule a concentraciones muy bajas en suero sea que su vida

media es de tan so6lo 2,7 horas (35).
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Figura 2. Proceso de invasion del VHC. 1. La particula viral (Neutralizacion de
anticuerpos, péptidos viricos) 2. Ingreso e interaccion con el receptor (anticuerpos y
receptores de pequefias moléculas blanco, inhibidores de quinasas.) 3. Traduccion y
procesamiento de la poliproteina (Inhibidores de proteasa N53-NS4A) 4. Replicacion del
ARN del HCV (Polimerasa NS5B e inhibidores, antagonistas miR-122, inhibidores de
ciclofilinas, inhibidores PI4KIlla). 5. Ensamblaje y morfogénesis del virion (Inhibidores
NS5A, inhibidores DGTAL, inhibidores de glicosidasa, inhibidores MTP).Modificado de
Scheel TKH, Rice CM. Understanding the hepatitis C virus life cycle paves the way for
highly effective therapies. Nat Med; 2013;19(7):837-49 (41).
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5.2.Epidemiologia

Se estima que a nivel mundial existen entre 130 y 150 millones de personas
infectadas con el VHC, lo que significa que entre el 2-3% de la poblacion padece
la infeccibn, y mas de 350.000 individuos fallecen anualmente debido
complicaciones relacionadas con esta patologia. Se considera que el 27% de las
cirrosis y 25% de los carcinomas hepatocelulares (CHC) en general son causados
por el VHC (1,11,42).

La HC es una infeccion que se encuentra presente a nivel mundial. Dentro de las
regiones mas afectadas estan Asia central, Asia oriental y el norte de Africa (43).
Las tasas mas altas de prevalencia se encuentran en Egipto (14%), Mongolia
(10,7%), Japoén (2,4%) y China (2,2%). Los paises europeos tienen una amplia
heterogeneidad en sus cifras; en paises como Suecia, Noruega, Reino Unido,
Alemania, Francia y Hungria la prevalencia es menor del 1%. Esta cifra aumenta
en Islandia, Portugal, Suiza, norte de Italia, Republica Checa, Polonia, Grecia y
Turquia que se encuentran entre el 1 a 1,9% de prevalencia. Las cifras de se
destacan en Espafia y Rusia (2 a 2,9%) y el centro y sur de Italia y en Rumania
(>3%) (3,11).

En Canada se estima que la prevalencia de la infeccion es de 1,1% (3). La
incidencia en los Estados Unidos es de 0,3 por 100.000 habitantes, y la
prevalencia esta entre el 1y 1,9% (40). Las cifras en América Latina muestran una
mayor homogeneidad comparada con Europa; con una prevalencia general entre
1y 2%. Los datos mas altos se encuentran en Granada (5%), Bolivia (4,7%) y
Haiti (4,4%). En la media encontramos a Puerto Rico (2,3%), Argentina (1,9%), El
Salvador (2,5%), Cuba (1,8%), Ecuador (1,4%), Brasil (1,4%) y Paraguay (1,2%).
Colombia junto con México, Venezuela, Uruguay, Chile, Pert, Panama, Costa
Rica, Guyana, Honduras, Nicaragua, Guatemala, Belice y Republica Dominicana
tienen cifras de prevalencia menores al 1% de la poblacion (44).
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5.3.Distribucion de los genotipos

Actualmente se han identificado 7 genotipos del VHC, cada uno con multiples
subtipos, los genotipos 1, 2 y 3 son los de mayor distribucién a nivel mundial, sin
embargo la prevalencia varia en cada region geografica (17). En los Estados
Unidos y Europa predominan los subtipos 1a y 1b. Asi mismo en el 70% de los
casos de infeccion por VHC en Japdn, el responsable es el subtipo 1b (12). Los
subtipos 2a y 2b son comunes en Norteamérica, Europa y Japon, en tanto que el
subtipo 2c se encuentra con frecuencia en el norte de Italia. El genotipo 3a es
altamente prevalente en las personas que usan drogas ilicitas intravenosas en
Europa y Estados Unidos, en tanto que el genotipo 4 tiene mayor prevalencia en el
norte de Africa y en el Medio Oriente (45). Finalmente, los genotipos 5y 6 se
encuentran en Sudafrica y en Hong Kong, respectivamente. En Latinoamérica el

genotipo mas prevalente es el 1 (46).
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Figura 3. Distribucion de los Genotipos Virus de la Hepatitis C y prevalencia dela
infeccion por VHC. Tomado de Hajarizadeh B, Grebely J, Dore GJ. Epidemiology and
natural history of HCV infection. Nat Rev Gastroenterol Hepatol; 2013;10(9):553—-62 (47).
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5.4 Historia natural de la enfermedad

La infeccion aguda por el VHC solo representa 15% de los casos de hepatitis a
nivel mundial. De 25-30% de los pacientes son sintomaticos, con manifestaciones
tipicas de cualquier hepatitis viral (48). La mayoria de personas que desarrolla
hepatitis C aguda no es capaz de identificar el comienzo o el factor de riesgo
asociado a la enfermedad segun la potencial circunstancia de exposicion. Se
define la progresion de hepatitis aguda a cronica tradicionalmente como la
persistencia de niveles elevados de aminotransferasas por seis meses 0 mas, con
la persistencia del VHC en sangre durante este periodo de tiempo. Luego de la
infeccion aguda, diferentes estudios han demostrado que no se logra depurar el
virus en cerca del 60 al 85% de los casos de hepatitis C aguda (40). Generalmente
esta transicion de la hepatitis aguda a cronica casi siempre ocurre de forma

asintomatica (49).

La principal forma de presentacién causada por el VHC es una infeccion crénica
asociada con inflamacion y fibrosis hepatica variable, cuya progresion hacia la
enfermedad hepética severa puede durar varios afios, de tal forma que puede
tomar de quince a cuarenta afios hasta llegar a la cirrosis en el 15 al 20% de los
pacientes, pero este tiempo puede acelerarse dependiendo de factores propios del
virus y del huésped (45). En cuanto a los factores asociados al virus estan la carga
viral elevada o nivel de RNA mayor a 800.000 Ul y los genotipos 2 y 3, que
responden mejor al tratamiento que el genotipo 1, especialmente l1a respecto al 1b
y al 4, que se asocian a mayor progresion a la fibrosis (43). Entre los factores
asociados al huésped estan la ingesta de alcohol, diabetes mellitus, edad en la
gue se adquiere la infeccion, sexo masculino, raza afroamericana y latinos,
drogadiccion. Dependiendo de la presencia de cofactores de 10-40% de los
pacientes con hepatitis cronica C (HCC) evoluciona a cirrosis. La muerte asociada
a complicaciones de la cirrosis tiene una incidencia aproximada de 4% por afio,
mientras que la incidencia de CHC se estima en 1-5% por afo, de los cuales 33%

tiene probabilidades de morir durante el primer afio (16).
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Actualmente el polimorfismo rs12979860 del gen IL28B (CC, TT, CT) que se
localiza cerca al gen del interferon lambda esta relacionado con tasas de
depuracion espontanea de la hepatitis aguda por virus C; el genotipo CC esta
claramente asociado con una alta tasa de recuperacion espontanea y alta tasa de

respuesta viral sostenida durante el tratamiento antiviral con PegINF y RBV (8).
La hepatitis C aguda puede seguir tres cursos evolutivos

1. En un 10-30% de los casos se normalizan las transaminasas de forma mas o
menos rapida y se negativiza el ARN-VHC, lo que marca la erradicacion del virus
con recuperacion completa. Es recomendable confirmar la negatividad con una

segunda determinacion de ARN (Carga viral).

2. En un 10-20% de los casos el paciente experimenta una normalizacion de las
transaminasas con persistencia de ARN-VHC positivo, constituyendo una HCC
generalmente con lesién hepéatica minima, aunque en una cuarta parte de los

casos pueden cursar con una lesién hepética méas grave.

3. El 40-60% restante mantienen elevadas las transaminasas y positivo el ARN-
VHC mas alld de 6 meses tras la infeccion, con una evolucién a la forma cronica
de la enfermedad, siendo a partir de este momento cuando pasa a considerarse el
caso como HCC.

Existen manifestaciones extrahepaticas de la infeccion por VHC tales como
crioglobulinemia, liqguen plano, porfiria cutdnea tarda, sialoadenitis linfocitica y
glomerulonefritis membranosa, que pueden favorecer la infeccion y responden
favorablemente al tratamiento. Existe una relacion entre la infeccién por el VHC y
el linfoma No Hodgkin (7). En resumen, las consecuencias que a largo plazo
puede tener la infeccidbn por el VHC: hepatitis crénica, cirrosis hepatica vy
hepatocarcinoma; varian dependiendo de las caracteristicas individuales teniendo
en cuenta los factores propios del virus y del huésped, que ocasionan un

importante problema de salud publica y un alto costo para el sistema de salud, con
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el aumento en la tasa de trasplantes por VHC al ser detectados tarde en la

evolucion natural (16).

5.5.Mecanismos de transmision de la enfermedad

La transmision parenteral es la via mas importante de transmisién del VHC.
Basados en estudios epidemiolégicos, se ha demostrado la transmision a través
de transfusiones de sangre o derivados, hemodidlisis, uso de drogas por via
parenteral y trasplante de o6rganos sélidos de donantes infectados (9). En
aproximadamente uno de cada dos pacientes con infeccion crénica por VHC o de
los donantes voluntarios de sangre VHC positivos no existen antecedentes
reconocidos de posible adquisicion parenteral, por lo que se han considerado otras
vias diferentes: transmision intrafamiliar, transmisién sexual y vertical o materno
infantil (50).

5.5.1. Transmision parenteral

El uso de drogas por via intravenosa es la principal forma de transmision del VHC.
También se puede transmitir a pacientes que reciben una transfusion sanguinea
de hemoderivados (esta via casi desaparecio tras la aparicion del cribado anti-
VHC en 1992, si bien aun puede producirse de manera excepcional durante el
periodo ventana, antes de la seroconversion en HC aguda , lo que supone una
probabilidad de 1 caso por cada 100.000 unidades transfundidas) (51).

Otras vias de transmisién parenteral incluyen la hemodialisis, el trasplante de
organos (antes de 1992), los tatuajes y los piercing (52). La transmisién por
exposicion ocupacional tras pinchazo accidental en personal sanitario es rara. La
incidencia media de seroconversion es del 1,8% (rango: 0%-7%) (44). Es poco
frecuente la transmision por exposicion mucosa a sangre. No se han descrito

casos de contagio por contacto con piel no intacta.
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5.5.2. Transmisién nosocomial

La hospitalizacion es un factor de riesgo para adquirir la infeccion por VHC; por
desinfeccidon inadecuada del material quirdrgico u hospitalario, compartir material

contaminado entre los pacientes y la practica de procedimientos invasivos (47).

5.5.3. Transmision no parenteral

5.5.3.1. Transmision sexual

El riesgo de transmision a largo plazo en relaciones monégamas heterosexuales
es menor del 5%. El riesgo se incrementa hasta el doble si el paciente mantiene
relaciones sexuales sin proteccion con mdultiples parejas sexuales, en caso de
confeccion por el VIH y si se padecen enfermedades de transmisién sexual (50).
No existen evidencias que sustenten la transmisién del VHC a través del sexo oral,

excepto en casos de lesiones mucosas (38).

5.5.3.2. Transmision vertical o perinatal

El riesgo de transmision vertical es del 5% de promedio, porcentaje que se triplica
en los nifios nacidos de madres coinfectadas por VIH. No esta claro si la practica
de amniocentesis o una rotura prolongada de membranas estan asociadas con un
mayor riesgo de transmision materno-infantil. La lactancia materna no ha sido
implicada a largo plazo en la transmision del VHC al recién nacido, excepto en

casos de grietas en el pezon con sangrado (9).

5.6.Diagnostico

La HC se diagnostica mediante la deteccion de anti-VHC y de ARN viral,
asociados en general a valores elevados de ALT (alanina transaminasa). En el
examen previo al tratamiento se debe cuantificar el ARN-VHC y determinar el
genotipo viral. La infeccion por el VHC se confirma al usar la combinacion de
prueba de anticuerpos para VHC y la deteccion del ARN-VHC. La positividad de la
prueba de anticuerpos anti-VHC implica una infeccion previa por el virus de la

hepatitis C, mientras que la positividad ARN-VHC implica una infeccién actual. En
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todo paciente con hepatitis aguda deben determinarse anticuerpos anti-VHC y
ARN viral mediante una técnica sensible (53).

La muestra mas adecuada es la sangre o suero. Las pruebas de anticuerpos, pero
no de ARN, también pueden realizarse en saliva y en gotas de sangre seca. Dado
que en la infeccion aguda, la aparicion de anticuerpos anti-VHC (seroconversion)
detectables por técnicas de enzimoinmunoensayo (EIA) de tercera o cuarta
generacion ocurre entre 6 y 12 semanas después de la exposicion (periodo
ventana). La determinacion de ARN o de antigeno Core permite identificar la
infeccion por el VHC durante el periodo ventana; antes de la aparicibn de
anticuerpos, lo que resulta especialmente util en el cribado de donantes de sangre,
en pacientes con hepatitis aguda seronegativa, o tras exposicion accidental
percutanea con sangre contaminada. La posterior seroconversion suele confirmar

el diagnostico a las pocas semanas (7,15).

La presencia simultanea de anticuerpos anti-VHC y ARN no permite distinguir
infeccion aguda de otra causa de hepatitis en un portador cronico. La presencia de
anticuerpos anti-VHC en ausencia repetida de ARN viral suele observarse en
pacientes que sufrieron exposicion al VHC y resolvieron espontdneamente la
infeccion o pueden corresponder a falsos positivos (5,11). Por otra parte, en el
seguimiento de una hepatitis aguda C, la normalizacion del nivel de transaminasas
a menudo se acompafa de la desaparicion transitoria del ARN viral durante varias
semanas, la resolucién espontanea de la infeccién requiere demostrar la ausencia
de ARN en una nueva muestra obtenida entre 3 y 6 meses después. Los
marcadores de replicacion también permiten el diagnostico de HC en pacientes
hemodializados o inmunodeprimidos que pueden no ser capaces de desarrollar
anticuerpos especificos, cuando una alteracién de pruebas hepaticas sugiere la

presencia de hepatitis aguda (15,54).

En los neonatos de madre con infeccion activa por el VHC, debido a la
transferencia pasiva de anti-VHC maternos, la transmisién de la infeccién sélo
puede confirmarse durante los primeros 12 meses de vida mediante deteccion de
ARN circulante. La persistencia de anti-VHC mas alla de los 18 meses de vida
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confirma que se ha producido transmision, cuya resolucion o persistencia requiere
la determinacién de ARN (11).

5.6.1. Marcadores seroldgicos

Los anticuerpos anti-VHC se determinan mediante técnicas de EIA
(Enzimoinmunoanalsis) de tercera y cuarta generacidbn. En sujetos
inmunocompetentes y con HCC la sensibilidad y especificidad de las mismas esta
en torno al 99% (7). En pacientes inmunodeprimidos su sensibilidad es menor, por
lo que un resultado negativo no descarta exposicion o infeccion. En este tipo de
pacientes estaria indicada la realizacion de técnicas de inmunoblot, como la
técnica RIBA.

La positividad de las pruebas seroldgicas no indica infeccion activa, ya que en los
sujetos que han resuelto la infeccién, los anticuerpos anti-VHC pueden ser

positivos durante mucho tiempo.

5.6.2. Técnicas moleculares

Se basan en la determinacion del ARN del VHC e indican una infeccion activa en
el caso de positividad. Si el resultado es negativo en caso de sospecha de
infeccion VHC se debe pensar en infeccion curada, ausencia transitoria de viremia
en la evolucién de una HCC, nivel de viremia inferior al del limite detectado por la
prueba o resultado no especifico de la prueba ELISA (acrénimo del inglés
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) falso positivo del anti-VHC (39). EI ARN
del VHC se puede analizar por técnicas cualitativas, que determinan la presencia o
ausencia de ARN, y mediante técnicas cuantitativas, que miden la cantidad de

ARN (carga viral) en el suero o en plasma (9).

5.6.2.1. Técnicas cualitativas

Las técnicas cualitativas determinan el ARN del VHC en el suero o en el plasma
mediante PCR (del inglés polymerase chain reaction) o a través de TMA (del
inglés transcription mediaded amplification). La positividad indica infeccion activa y

tiende a persistir mientras dure la infeccion por el VHC (54). Ahora bien, en
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pacientes con infeccién crdnica por VHC cabe la posibilidad de que el ARN del
VHC se detecte solamente de forma intermitente por serlo también la viremia; por
lo que el ARN del VHC negativo no descarta con seguridad la infeccion en este

tipo de pacientes (55).
5.6.2.2. Técnicas cuantitativas

Miden la carga virica y son muy Utiles para establecer la pauta terapéutica mas
eficaz asi como para valorar la respuesta al mismo. El indicador mas sensible para
la deteccion del VHC es la presencia en suero de ARN del VHC. Es util para el
diagnéstico de la infeccion aguda por VHC ya que se detecta mucho antes que los
anticuerpos anti-VHC; el ARN es positivo en 1-2 semanas post-exposicion,
mientras que los anti-VHC pueden positivizarse entre 6 y 12 semanas post-
exposicién, asi como para el diagnostico de la infeccion por VHC en sujetos
inmunosuprimidos, ya que los anticuerpos anti-VHC pueden ser negativos
(39,50,55).
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5.7.Interleucina 28B

La interleucina 28B (IL28B, OMIM 607402), también conocida como la IFN-A3,
junto con otras interleucinas, juega un papel en la modulacion y resolucion de los
procesos viricos, antiproliferativos y antitumoral in vivo (56). La familia de IFNA de
tipo Il consta de tres miembros: las citocinas IL29, IL28A e IL28B (también
conocidas como IFNA1, IFNA2 e IFNA3, respectivamente). La transduccion de
sefales de la familia de citoquinas IFNA se realiza por la via de sefalizacion
intracelular JAK/STAT (del inglés, Janus kinase/signal transducers and activators
of transcription) que apunta hacia la transcripcion de un conjunto comun de genes
conocidos como genes estimulados por interferén (ISG, del inglés Interferon-
stimulated genes). El receptor de IfnA (IfnLr1) es expresado Unicamente sobre los

hepatocitos, linfocitos B y en células dendriticas (57).
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Figura 4. Locus del gen IL28B-I1L29. Los genes que codifican los tres miembros de la
familia IFN-A, IL28A (IFN-A2), IL28B (IFN-A3) e IL29, (IFN-A1) se agrupan juntos en el
cromosoma 19. Los SNP mas importantes y validados con respecto a la respuesta a la
terapia con IFN-a, rs12979860 y rs8099917, estan corriente arriba tanto de IL28B como
de IL28A (debido a su orientacién antiparalela), pero estan fisicamente mas cerca de
IL28B. Modificado de Hayes, C. N. et al. Nat. Rev. Gastroenterol. Hepatol.2012.(23)
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5.7.1. Mecanismo de accioén

Cuando el ARN libre del VHC es detectado través de la via RIGI-IFIH1 (también
conocidas como MDAS5) o Tolllike 3, la proteina adaptadora MAVS (también
conocida como VISA o IPS1) induce la expresion de IFNa, IFNB e IFNA, que
inducen un estado antiviral intracelular que suprime la replicacion viral. El
reconocimiento de IFNa y IFNB es a través del receptor de IFN (IFNAR), mientras
que el de IFNA es a través del complejo de receptor IL1OR-IL28R. Ambos
receptores activan la via JAK/STAT, que regula positivamente un gran namero de
ISG por unién al elemento de respuesta estimulado por IFN (ISRE). EI mecanismo
especifico por el cual el SNP rs12979860 del gen IL28B ejerce su efecto aun no
esta claro, pero el alelo desfavorable (CT/TT) parece conducir a la activacion
continua de un subconjunto de ISGs en presencia de ARN libre de VHC. Aunque
este nivel de expresion no es suficiente para eliminar eficazmente el virus de la
célula, la sobreexpresion conduce a un aumento en el nimero de moléculas
inhibidoras de IFN tales como SOCS3 y PIAS que regulan negativamente la
sefalizacion JAK/STAT, reduciendo asi la sensibilidad a la sefalizacion IFN. Por
lo tanto, el hepatocito no sélo es incapaz de eliminar el virus sino que es incapaz
de inducir una expresiéon de ISG mas fuerte cuando se administra IFN durante el
tratamiento (58).

Pueden surgir varios escenarios en respuesta al tratamiento con IFN dependiendo
del genotipo IL28B del huésped. En pacientes con el genotipo desfavorable
(rs12979860 CT/TT), antes del tratamiento, la presencia de ARN viral induce la
expresion continua de ISG en los hepatocitos. Aunque la expresién moderada de
ISG puede alterar parcialmente la replicacion viral, también estimula vias
reguladoras negativas que en ultima instancia reducen la sensibilidad a IFN. El
IFNa administrado durante la terapia no logra inducir la expresion de ISG lo
suficientemente fuerte como para eliminar el virus, como resultado, el paciente no

responde al tratamiento (23,25,34).
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Figura 5. Posible papel del genotipo desfavorable (TT/CT) del SNP rs12979860 IL28B en
la respuesta a la terapia con interferon. Modificado de Hayes, C. N. et al. Nat. Rev.
Gastroenterol. Hepatol. 2012.(23)

En aquellos con el alelo IL28B favorable (rs12979860 CC), antes del tratamiento
con IFNa, la presencia de ARN de VHC parece resultar en una expresion minima
de IFNA, como resultado, la expresion de ISG en los hepatocitos permanece baja,
incluso en presencia de ARN de VHC. Aunque este fendbmeno podria resultar en
una carga viral inicial mas alta en los pacientes con el genotipo CC, que en
pacientes con el genotipo de IL28B desfavorable; las células permanecen mas

sensibles al IFN. Por lo tanto, el IFNa administrado durante el tratamiento puede
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resultar en una induccién mas fuerte de la expresion de ISG y una eliminacion mas
eficaz del virus (16,20,57)
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Figura 6. Posible mecanismo de accion del genotipo favorable (CC) del SNP
rs12979860 IL28B en la respuesta a la terapia con interferon. Modificado de
Hayes, C. N. et al. Nat. Rev. Gastroenterol. Hepatol. 2012.(23)
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6. METODOLOGIA

6.1.Disefio del estudio
Estudio de casos y controles prospectivo.

Definicibn de control: Paciente en RVS con genotipo de hepatitis C 1b con un

periodo de post tratamiento mayor a 24 semanas.

Definicion de caso: Paciente con genotipo de hepatitis C 1b con un periodo de

post tratamiento mayor a 24 semanas sin alcanzar la RVS.

Respuesta Viral Sostenida: Pacientes con una carga viral indetectable (<15
copias/mL y Log: <1.18) post 6 meses de tratamiento concluido con PegINF vy
RBV.

Para el analisis de asociacion, se tendra en cuenta como variable dependiente la
RVS vy variable independiente el polimorfismo IL28B [rs12979860, Genotipo C/C,
vs Genotipo No-CC (C/T o T/T)].

Ambito de Estudio: Laboratorio de Biologia Molecular de la Clinica Colsanitas.
6.2.Poblacién

Poblacién a estudio: Pacientes con diagndstico de hepatitis C genotipo 1b en la

Clinica Colsanitas.

Poblacién blanco: Pacientes con diagnostico de hepatitis C con genotipo 1b

Poblacién accesible: Pacientes que cumplan los siguientes criterios de

elegibilidad:
Criterios de inclusién

e Pacientes de Clinica Colsanitas mayores del8 afios.
e Pacientes con diagnéstico de hepatitis C desde el afio 2008 al afio 2015.

e Pacientes con genotipo de hepatitis C 1b.
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e Pacientes con carga viral de hepatitis C de seguimiento anual (6 meses
posterior a la genotipificacion) entre los afios 2008 al 2015.

e Pacientes que hayan finalizado un primer tratamiento por 48 semanas con
Interferon pegilado Alfa 2a: 180 microgramos/semana o interferén pegilado
Alfa 2b: 1.5 microgramos/kilogramo/semana mas Ribavirina (1000 a 1200

miligramos/dia).
Criterios de exclusién
e Pacientes con coinfeccion por VIH.

6.3. Muestra

La muestra estuvo conformada por un total de 60 pacientes.

Para el calculo del tamafio de muestra se tuvieron en cuenta los siguientes

supuestos:

- 60% de los casos con genotipo CC para el polimorfismo rs12979860 de la
IL28B

- 30% de los controles con genotipo CC para el polimorfismo rs12979860 de
la IL28B

Se realizé una busqueda de bibliografica, que se resume en la tabla 1, con la
cual se estableci6 como minimo un valor de OR detectar de 3.56, intervalo de
confianza (95%) y poder de 80%.

6.3.1. Seleccién de la muestra

Se utiliz6 un muestreo no probabilistico consecutivo y a conveniencia de los que

cumplieron los criterios de elegibilidad.
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TAMANO

ARTICULO PAIS REFERENCIA | ANO POBLACION FRECUENCIA OR
Genetic variation in Interleukin-28B predicts SVR CC: 18% OR: 4.64
in hepatitis C genotype 1 Argentine patients Argentina (59) 2011 102 No—CC' 8200/ 95%IC: 1.56-13.65
treated with PEG IFN and ribavirin. 9 ' 0 p: 0.006
A single II__288 genotype SNP r512979860_ . cC: 31% OR: 3.30
determination predicts treatment response in Francia (60) 2011 198 No—CC' 69% 95%IC: 1.58-6.90
patients with chronic hepatitis C Genotype 1 virus. ' 0 p: 0.03
IL28B polymorphisms predict the response to CC: 24% OR: 4.83
chronic hepatitis C virus infection treatment in a Mexico (61) 2012 85 CT: 41% 95%IC: 1.12-20.8
Mexican population TT: 35% p: 0.033
eaeme o e B e
! . . . Polonia (62) 2013 174 CT: 56.4% 95%IC: 1.5-7.4
Combined Therapy in Polish Patients Infected . .
. TT: 16.5% p: 0.001
With HCV Genotype 1 and 4
wih ehronic hepatits C i associated wih a CC: 14.4% OR:5.31
, p . Brasil (63) 2013 263 CT: 48.7% 95%IC: 2.29-13.30
single-nucleotide polymorphism near the ; .
4 . TT: 36.9% p: <0.001
interleukin-28B gene
IL28B polymorphism genotyping as predictor of . 550
rapid virologic response during interferon plus . CC: 25% P
Lo . Iy . Italia (64) 2014 118 CT: 62% No Significativo
ribavirin treatment in hepatitis C virus genotype 1 .
: TT: 13%
patients
Interferon-A polymorphisms and response to CC:37.5% OR: 6.2
egylated interferon in Iranian hepatitis C patients Iran (65) 2015 152 CT:47.3% 95%IC: 1.2-31.9
pegy P P ' TT: 13.2% p: 0.03
The complete title: The effect of interleukin-28B
; ) CC: 25% OR: 4.10
rfég9;?55&"&'3’:22222‘Sr;ti%rr‘nt:af&eg";‘]‘:gr‘;'igc Marruecos (66) 2015 187 CT: 41% 95%IC: 1.92-8.72
P P TT: 34% p: 0.001

hepatitis C

Tabla 1. Datos para la Seleccién del tamafio de la Muestra.
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6.4.Variables

Tabla 2.Variables y escalas de mediciéon

Nombre Definicion Escala U”'d"?‘o! 'de
medicion
Edad Afnos cumplidos del paciente Cuantl_tatlva 18-100
Continua
Caracteristicas fisicas, biologicas, .
L R Cualitativa .
Sexo anatomicas y fisiologicas de los ) Hombre o Mujer
Nominal
seres humanos
Cualitativa | Sarranquilla,
Procedencia Ciudad de la cual proviene . Bogota, Caliy
Nominal o .
Villavicencio
Duracién del Tiempo en el que el paciente Cuantitativa
. recibe medicamento especifico . Semanas
tratamiento Continua
contra el VHC
Variacion en la secuencia de ADN
Pollmorf|§mo de que afecta auna sola b_asg Cualitativa 0:CC
nucleotido (adenina (A), timina (T), citosina Nominal
simple (SNP) (C) o guanina (G)) de una 1L.CT-TT
secuencia del genoma.
Proporcion que se observa de un
Frecuencia aIeI_o especifico respecto al Cuantitativa
. conjunto de los que pueden . 0-1
alélica : Continua
ocupar un locus determinado en la
poblacién
Carga viral RNA del virus detectable Cuant,tatwa Ul/mL, Log
continua
Genotipo de Informacion genética que posee | Cualitativa
: . . 1,2,345y6
HCV un organismo en particular Nominal
RNA del VHC es indetectable a Cualitativa 0: Si
RVS las 24 semanas después de haber .
. . Nominal .
terminado el tratamiento 1: No
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6.5.Proceso de seleccion

Se seleccionaron los pacientes que cumplieran con la totalidad de los criterios de
inclusion, se generé una base de datos en el software Microsoft Excel 2010®
(Microsoft, Seattle, WA, USA) importando la informacion registrada en el software
ERP® (version 1.0.32.00230, CD. Colombia) y completandola con los datos del
software de historias clinicas Sophia Sistema Personal (version 4.0.8.

Organizacion Sanitas Internacional, CD. Colombia)

Las muestras fueron tomadas en los Clinicentros de las Clinica Colsanitas S.A.
por parte de los auxiliares y bacteridlogos de cada sede que han sido informados
del protocolo del estudio, se diligencio el formato de recoleccion de datos ya
establecido para la prueba y las muestra se remitieron cumpliendo con los
requisitos del manual de envi6 y remision de muestras al laboratorio de Biologia

Molecular de la Clinica Universitaria Colombia.
6.6.Recolecciéon de datos

Los datos de interés para este estudio fueron tomados de los resultados de
Genotipificacibn de HCV y carga viral de HCV entre afio 2008 al afio 2014
consignados en el sistema de informacién del laboratorio clinico Sanitas software
ERP® (versibn 1.0.32.00230, CD. Colombia) todos provenientes de pacientes
quienes cumplieron con los criterios de inclusion. Para realizar la genotipificacion
de IL-28B fueron ingresados a una base de datos en el software Microsoft Excel

2010® (Microsoft, Seattle, WA, USA) para su respectiva depuracion y uso.
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6.7.Técnicas de laboratorio

6.7.1. Genotipificacion del VHC

Para la genotipificacion del virus, se aplic6 el siguiente protocolo de

procesamiento:

Obtencién de plasma

Las muestras de los pacientes fueron recolectadas por el sistema BD Vacutainer®
(Becton Dickinson & Company, Franklin Lakes, NJ USA) en tubos EDTA. Para la
obtencién de plasma la muestra fue centrifugada a 3500 revoluciones por minuto
(rpm) por 20 minutos y el plasma fue separado del tubo primario para ser

congelado a -20°C hasta su procesamiento.
Extraccion de RNA y Genotipificacion Viral de HCV

La extraccion de RNA se realiz6 utilizando el protocolo QlAamp® Viral RNA Mini
Kit (QIAGEN, Hilden, Germany) con 140 uL de plasma y el genotipo de HCV se
obtuvo mediante el sistema TRUGENE-SIEMENS HCV 5'NC Genotyping Kit
(Siemens Medical Solutions Diagnostics, Tarrytown, NY, USA), usandose
inicialmente la técnica LIPA (del ingles Line Probe Assay, Versant HCV Genotype
assay 1.0/2.0; Innogenetics, Ghent, Belgium; Distribucion Siemens Medical
Solutions Diagnostics, Tarrytown, NY, USA) para la obtencibn de ADNc
,obteniéndose una secuencia bidireccional desde la region no codificante 5'. La
deteccion de los segmentos de secuenciacion resultantes se realizé usando el
sistema de secuenciacion OpenGene® DNA Sequencing System (Siemens AG,

Healthcare Sector, Erlangen, Germany).

Andlisis y reporte

Las secuencias directa y reversa fueron combinadas y comparadas con la
biblioteca del TRUGENE-SIEMENS HCV 5 (Siemens Medical Solutions
Diagnostics, Tarrytown, NY, USA), se cumplid una serie de puntos de chequeo
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para la obtencién del resultado del genotipo y subtipo viral: validacion del control
negativo, validacién del control positivo, evaluacion de la presencia de una regién
de poli C en la secuencia VHC 5'NC en 27pb, andlisis de la presencia de una
region de poli G/C comprendida entre 140 a 148 pb y por ultimo el andlisis de la

secuencia de 183 pb.

6.7.2. Genotipificacion IL-28B

Obtencion de Sangre total

Para la obtencién de ADN se tom6 una muestra de sangre total en EDTA que se
mantuvo refrigerada a 4°C hasta su procesamiento.

Extraccion Automatizada de ADN

La extraccion de ADN gendmico de muestras de sangre total se realiz6 utilizando
el kit Abbott mSample Prep System DNA y el sistema m2000 Realtime System®

(Abbott Laboratories, Abbott Park, IL, USA)

Genotipificacion IL28B

Se genotipificd la variante rs12979860 de IL28B utilizando el Kit LightMix® Kit
IL28B rs12979860 (TIB MOLBIOL GmbH, Berlin, Germany) y la plataforma
LightCycler® Z480 Instruments (Roche Diagnostics Rotkreuz, Suiza), que permitid
la deteccion del polimorfismo en el gen de la IL28B para buscar un efecto sobre
los pacientes infectados con el VHC genotipo 1b. Para evidenciar el genotipo del
polimorfismo en los pacientes con HCV; cada genotipo fue sometido a una revision
manual en donde se confirmaba la temperatura de cada pico y la asignacién de
cada alelo del polimorfismo, seguidamente todos los resultados fueron exportados

en una tabla para su analisis.

6.8.Andlisis de estadistico

1. Estadistica descriptiva: Los resultados de las variables cualitativas fueron
reportados en frecuencias absolutas y relativas. Las variables cuantitativas

fueron descritas utilizando medidas de tendencia central y dispersion segun
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su naturaleza estadistica. La estimacién de las frecuencias genotipicas
fueron reportadas segun el modelo de herencia (homocigoto/heterocigoto).
Las frecuencias alélicas se calcularon a partir de las frecuencias
genotipicas del polimorfismo estudiado. El calculo de las frecuencias
alélicas se obtuvo al sumar el nimero de individuos heterocigotos con el
doble de los individuos homocigotos para cada alelo, y se dividié por el total
de los individuos multiplicado por 2 (ya que cada individuo lleva dos alelos);
para calcular la frecuencia del otro alelo (q) se resto de 1, es decir, q=1-p.

2. Analisis bivariado: Para establecer las diferencias entre casos y controles
se utilizé la prueba de Mann-Whitney las variables cuantitativas y el
estadistico de X? o Fisher para las cualitativas, segiin correspondiese. Se
estableceran como significativas las diferencias con una p<0.05 con
pruebas de hipétesis a dos colas.

3. Para establecer la asociacion entre el SNP y la RVS, se construyé un
modelo de regresion logistica siguiendo el protocolo descrito a

continuacion:

= Se codificaron las variables independientes categoricas u ordinales
en variables ficticias o simuladas y la variable dependiente en 0y 1.

= Se evaluo el efecto de confusién y de interaccion entre las variables:
sexo, edad y procedencia del modelo explicativo.

» Se analiz6 la fuerza, sentido y significacion de los coeficientes, sus

exponenciales y estadisticos de prueba Wald.

La asociacion se reporté mediante el estimador de Odds Ratio (OR) y su intervalo
de confianza con un nivel de significancia del 95%. El andlisis estadistico se
realiz6 en STATA® statistical software (versiéon 13.0, StataCorp, College Station,
TX, USA).
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7. RESULTADOS

Se analizaron 60 pacientes que cumplian con los criterios de inclusion
provenientes de las ciudades de Barranquilla, Bogot4, Cali y Villavicencio. El 65%
de los pacientes analizados no alcanzaron una RVS posterior tratamiento con
interferon pegilado y ribavirina, mientras que el porcentaje restante (35%) lo
alcanzé en un periodo de 24 semanas posterior al haber terminado el tratamiento

farmacoldgico. Las demas caracteristicas se exponen en la Tabla 3.

Tabla 3. Caracteristicas de los pacientes.

Variable TOTAL(n=60) g]a:s?)ogs) Cc():irzoll)e S p
Sexo 0,74
Femenino 24(40%) 15(38.5%) 9(45.9%)
Masculino 36(60%) 24(461.5) 12(57.1%)
Edad* 62.5 (53-70.5) 62 (55-70) 64 (43-72) 0,52
Procedencia 0,66
Barranquilla 2(3.3%) 1(2.6%) 1(4.8%)
Bogota 50(83.3%) 31(79.5%) 19(90.5%)
Cali 7(11.7%) 6(15.4%) 1(4.8%)
Villavicencio 1(1.7%) 1(2.3%) 0

*.Mediana (RIQ)

Los pacientes tenian mediana de carga viral basal antes de iniciar el tratamiento
de 629891 UI/mL (RIQ 216789 - 1546470). Asi mismo, la mediana de la carga viral
pretratamiento de los pacientes que lograron una respuesta viral a los seis meses

post-tratamiento resulté menor respecto a los casos (Figura 7).

Los pacientes en RVS mantuvieron una carga viral indetectable (<15 Copias/mL).
Los participantes que no alcanzaron una RVS y que recibieron el tratamiento
durante 48 semanas de PegINF y RBV obtuvieron una carga viral promedio de
871,400 Copias/mL (DE+249324 Copias/mL).
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Figura 7. Comportamiento de la CV pretratamiento segun la RVS. Se omitié un
valor extremo para mejor visualizacion de la grafica.

Frecuencias genotipicas

Una vez se determind el polimorfismo rs12979860 del gen IL28B para cada
paciente; se estimo la frecuencia de cada genotipo. De la poblacién general el
11,67% (7) resulto homocigoto CC, el 21,67% (13) homocigoto TT y el 66,67%
heterocigoto. Las frecuencias genotipicas con género y procedencia se exponen

en la tabla 4.
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Tabla 4. Frecuencias genotipicas por género y procedencia

cC CT TT p
?:goenino 3 (42,86%) 18(45%) 3(23,08%) 0.37
Masculino 4(57,14%) 22(55%) 10(76,92%) '
Procedencia
Barranquilla - 2(3,3%) _ 0.74
Bogota 7(11,7%) | 33(55%) | 10(16,7%)
Cal - 4(6,7%) 3(5%)
Villavicencio - 1(1,7%) -

El analisis por genotipo determiné que el 71,43% de pacientes con el genotipo CC
alcanzaron una respuesta viral sostenida, mientras que el 28,57% no lo logro, la
frecuencia de RVS en los pacientes con genotipo CT/TT fue de 30.19%, siendo
una diferencia estadisticamente significativa (p=0.03) comparada con el mismo
grupo de pacientes que no se encontraban con RVS como se presenta en la tabla
5.

Tabla 5. Frecuencias de RVS segun genotipo rs12979860

Genotipo rs12979860

RVS TOTAL
cC CT/TT

Sl 5 (71,43%) 16(30,19%) 21(35%)

NO 2 (28,57%) 37(69,81%) 39(65%)

TOTAL 7(100%) 53(100%) 60(100%)

Para los tres posibles genotipos de polimorfismo se presentaron en frecuencias
similares tanto en hombres como mujeres, a excepcion del genotipo homocigoto
TT, en el cual se evidencio una diferencia significativa, ya que en hombres fue del

76,92% mientras que en las mujeres fue del 23,08%.
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Frecuencias alélicas

En cuanto a la determinacion de la frecuencia alélica para el polimorfismo
rs12979860 para el gen 1128b se observé que alelo C fue de menor frecuencia
(45%) que el alelo T (55%).

Equilibrio de Hardy- Weinberg

De acuerdo al valor de p, no hay una diferencia estadisticamente significativa
(0.51) entre lo observado y lo esperado en la frecuencia de los genotipos para los

controles, lo cual sugeriria un equilibro de HW y eso es lo ideal.

Tabla 6. Equilibrio de Hardy- Weinberg para los controles

Genotipo Observados Esperados
rs12979860 TT 5 5,8
rs12979860 CT 12 10,5
rs12979860 CC 4 4,8

Frec. Alelo Variante 0,476190476
X% = 0,44
X? test p value = 0,51 con 1°de libertad

Con respecto a las frecuencias reportadas en 1000 Genomes Project (Fase 3
Publicadal7 - Nov 2015°EBI) las proporciones difieren con respecto a la poblacion
de origen americano, las diferencias entre los reportes para la poblacion estudiada
de Colsanitas y los datos de la base de datos pueden ser explicados en funcion al
tamafio de muestra analizado, asi como a diferencias en la composicién genética

ancestral.
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Tabla 7. Comparacién de frecuencias con la base de datos 1000 genomes

1000 Genomes
COLSANITAS

ALL AFR  AMR EAS EUR SAS

0.644 0331 0601 0920 0691 0.767
C (3226) (437) (417) (927 (695) (750) 0.45(34)

ALELO

0.356 0.669 0.399 0.080 0.309 0.233
T ars2) @ss) (77) (81) (311) (228) 0.55(46)

0.460 0.104 0.375 0.845 0481 0.581
CC 1151) (69) (130) (426) (242) (284) 0.116(7)

0.369 0.452 0452 0.149 0419 0.372
GENOTIPO CT o (200) (157 (75 (211) (182) 0.666(40)

0.171 0.443 0.173 0.006 0.099 0.047
T 429 (203 (60) (3 (50) (23) 0.216(13)

ALL: Total. AFR: Africanos. AMR: Americanos EAS: Asiaticos orientales EUR: Europeos SAS: Sur
Asiaticos

Analisis bivariado

Se realiz6 un analisis bivariado entre los pacientes que alcanzaron una RVS
después de recibir un tratamiento de PegINF y RBV por un periodo de 48
semanas y los que no alcanzaron esta respuesta 24 semanas posteriores al haber

terminado el esquema de tratamiento.

Las variables cuantitativas comparadas entre estos dos grupos de pacientes fue
la edad y la carga viral pretratamiento. El resultado de la prueba de Mann-Whitney
estableci6 que no habia una diferencia significativa entre los dos grupos de
pacientes analizados segun el numero de afios con los que contaban en el
momento de recibir el tratamiento o la carga viral del virus antes de iniciar el

consumo de los medicamentos.

En cuanto a las variables cualitativas, el analisis por Chi-cuadrado determin6 que

el sexo no se encontraba asociado con la RVS, eliminando una hipétesis de
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posible asociacién con un p-valor (0,37). El andlisis de asociacién entre la RVS y
la presencia del genotipo CC vs No-CC (CT/TT) en los pacientes infectados con
VHC genotipo 1B mediante la prueba de Fisher, estableci6 una asociacion
estadisticamente significativa (p=0,045), lo que permite confirmar la hipdtesis

establecida en el proyecto.
Regresidn logistica

Finalmente se realizé un analisis multivariado mediante un modelo de regresion
logistica para comprobar si existe alguna asociacion significativa entre las
variables estudiadas. Se determin6 una asociacion significativa entre la RVS vy la
presencia del genotipo CC vs genotipo no CC (CT/TT) del polimorfismo
rs12979860 para el gen 1128b (OR: 5.78 IC 95%:1.0 - 32.9, p 0.048).

Tabla 8. Modelo de regresién logistica con ajuste progresivo

MODELO OR [95% IC] P
1 5,78 3,7-32,9 0,048
2 5,76 1,0-32,9 0,049
3 6,03 0,6-59,9 0,125
4 5,19 0,5-51,4 0,159
5 5,20 0,5-52,3 0,162
6 6,03 3,83-46,5 0,041
7 6,12 3,86-47,8 0,046
8 5,17 3,67-39,4 0,067
9 6,15 3,83-46,5 0,041
10 6,18 3,89-49,3 0,047

OR: Odds ratio, IC: intervalo de confianza.

Modelo 1: RVS y SNP rs12979860 I1L28B. Modelo 2: Modelo 1+ Sexo. Modelo 3: Modelo 2
+ Edad. Modelo 4: Modelo 3 + Carga viral pre-tratamiento. Modelo 5: Modelo 4 +
procedencia. Modelo 6: Modelo 1 + Procedencia. Modelo 7: Modelo 1+ Sexo+ Carga viral
pre-tratamiento. Modelo 8: Modelo 1+ Sexo+ Carga viral pre-tratamiento sin valor
extremo. Modelo 9: Modelo 1+ Sexo+ Carga viral pre-tratamiento sin valor extremo +
procedencia. Modelo 10: Modelo 1+ Sexo+ Carga viral pre-tratamiento sin valor extremo +
procedencia + edad.
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Se establecié una asociacion entre la presencia del genotipo favorable del gen
IL28b (genotipo CC) y el riesgo positivo de alcanzar una RVS posterior a las 24
semanas de haber terminado el tratamiento (OR: 5.78 IC 95%:1.01-32.9, p 0.048).
Al ajustar por el sexo la asociaciéon no se modificd, sin embargo al incluir como
variables confusoras la edad, carga viral pre tratamiento y la procedencia se

elimino el efecto del polimorfismo.

El analisis multivariado demostré que el genotipo del polimorfismo se encontraba
relacionado con que el paciente alcance una respuesta viral sostenida, por lo que
se continud con un analisis multivariado. Las variables que se consideraron para el
analisis multivariado fueron el sexo y carga viral pre tratamiento ya que alcanzaron
una asociacién estadisticamente significativa con un p<0,05. ElI modelo
multivariado ajustado por sexo y carga viral pretratamiento (modelo 7 en la tabla 7)
mostro un cambio del 40% en el odds ratio comparado con el modelo crudo,
manteniendo una asociacién estadisticamente significativa (OR:6,12 p:0.046 IC:
3,86-47,8).
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8. DISCUSION

En Colombia no se tienen reportes actuales de las frecuencias alélicas y
genotipicas del polimorfismo rs12979860 del gen de la IL28B, mucho menos se
han realizado estudios de asociacion de este polimorfismo con la respuesta al
tratamiento estandar de PegINF y RBV. El presente estudio logro estimar la
proporciones alélicas y genotipicas para este SNP en una muestra de pacientes
colombianos, provenientes de cuatro ciudades del pais. Ademas se logro
establecer la asociacion del genotipo CC del SNP rs12979860 y la RVS en
pacientes colombianos infectados con el genotipo 1b del VHC tratados con
PegINF y RBV.

En cuanto a las frecuencias genotipicas obtenidas para el polimorfismo, los
resultados fueron concordantes con poblaciones de Europa, Norteamérica y
América latina (67,68). La proporcién del genotipo heterocigoto CT en la muestra
de pacientes colombianos analizados fue la mayor, resultados similares se han
reportado en estudios con poblacion Alemana, lItaliana, Inglesa y Polaca, con
frecuencias entre el 53% y 56,4% para el mismo genotipo (62,69). Con respecto a
la frecuencia para el genotipo CC, se puede indicar que es comparable con los
reportes en poblaciones de Brasil, Estados Unidos y Chile (70). Al comparar estas
frecuencias con los reportes de algunos paises del continente asiatico, se
presenta una diferencia significativa; ya que en poblaciones estudiadas de Corea
del Sur y China los porcentajes mas altos se presentan para el genotipo CC con
frecuencias de 86,6% y 81,6% (71,72).

Los resultados obtenidos para las frecuencias fueron comparados con individuos
africanos, americanos, asiaticos orientales, europeos y sur asiaticos reportados en
el proyecto 1000 genomas. Estas comparaciones permiten establecer las
diferencias entre nuestra poblacion y las reportadas en bases de datos de acceso

universal; las diferencias que se observaron podrian estar basadas en el origen

49



geografico y ancestria de las poblaciones comparadas. Estos reportes de
frecuencias alélicas y genotipicas en diferentes areas geograficas, evidencian una
seleccidon positiva a favor de un alelo puntual que quizéds se deba a presiones
selectivas especificas de cada regidn geografica; esto resulta importante en
términos de asociacién de estas variantes, con los procesos de respuesta a
enfermedades infecciosas como la HC y unido al genotipo del virus predominante

en la region comparada.

Dado el tipo de disefio metodolégico; un estudio de casos y controles, se evalud
Unicamente el equilibrio de Hardy Weinberg (EHW) en la poblacién control; ya que
para la poblacion de casos se espera que alguna de las frecuencias genotipicas
observadas sean distintas a las esperadas, ya que el polimorfismo puede estar
asociado al riesgo en estudio. El polimorfismo rs12979860 del gen la 1L28B se
encontraba en EHW en la poblacion de pacientes con HC en RVS posterior al
tratamiento con PegINF y RBV. El cumplimiento del EHW en la muestra de

controles, disminuye la ocurrencia en un sesgo de seleccion.

Con respecto al andlisis de asociacion entre el SNP y la RVS, los resultados
obtenidos fueron consistentes con los hallazgos reportados en investigaciones
previas (6,68,73). El resultado que se obtuvo en esta investigacion fue cercano a
multiples reportes a nivel mundial (61,67,70). Desde la primera publicacion de Ge,
Dongliang y colaboradores en el afio 2009, son varios los investigadores que han
demostrado a través de estudios de casos y controles la relacion entre la
presencia del genotipo CC del SNP 12979860 del gen de la IL28B y una RVS en
pacientes infectados con diferentes genotipos de HC y que han sido tratados con
INF y RBV (21,29,59,74). Entre los estudios con disefio, poblaciones y resultados
similares, se destacan los realizados en paises cercanos como Brasil, Chile y
Argentina (33,61,63,67,68,75,76). Los resultados descritos en este estudio
muestran que los pacientes analizados que poseian el genotipo CC del SNP
rs12979860 de la IL28B tenian 5 veces mas probabilidades de alcanzar una RVS
al ser tratado con PegINF y RBV de los pacientes que poseian un genotipo no-CC
(CT/TT).
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El resultado obtenido para la carga viral pretratamiento o basal, en el modelo de
multivariado, y la inconsistencia de los resultados entre varias investigaciones para
la misma variable, llevan a pensar que puede relacionarse a un posible sesgo de
informacion; ya que como en el presente estudio, investigadores en China, Egipto
e Irdn, no lograron demostrar la interaccion de la CV pretratamiento en el modelo
inicial de asociacion (77). Un factor comun entre estos reportes, es el tipo de
estudio retrospectivo, lo que limita el control de la informacion requerida para el
analisis; por lo que se parte de la premisa que la técnica de deteccion y
cuantificacion del numero de copias de ARN, la adherencia al tratamiento por
parte del paciente y el cumplimiento al cronograma de seguimiento por parte del

profesional médico, se realizaron de la manera indicada.

El modelo multivariado en el que se incluye el sexo no perdié significancia
estadistica y mantuvo el valor del OR, por lo que se podria inferir que en este
grupo analizado, esta variable se comporta como de manera protectora en modelo
de asociacion, seria interesante realizar un estudio con un nimero mayor de
pacientes y generar un modelo estadistico similar que permitiera concluir el papel

de esta variable en el analisis.

Aunque la asociacién de este polimorfismo y la RVS ya ha sido previamente
identificada en poblacibn Europea (45), Asiatica (33), Africana (24) vy
Estadounidense (56), entre algunos; el resultado de esta investigacion constituye
el primer reporte de asociacion en poblacion Colombiana. Aun con una
disminucién en la potencia del estudio, se logré obtener un valor de asociaciéon

estadisticamente significativo.

Estudios ya publicados sobre el tratamiento de la infeccion crénica por VHC han
demostrado diferencias notables en la respuesta a la terapia antiviral entre grupos
raciales o étnicos diferentes, destacando la poca eficacia en la eliminacion
espontanea del virus y en la respuesta al tratamiento en pacientes
afroamericanos. Debido a la limitacién para completar el nimero de pacientes a
analizar no se incluyé esta variable en el disefio metodoldgico, pero abre la

posibilidad a futuras investigaciones que permitan establecer las discrepancias
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raciales en las tasas de RVS y resolucion espontanea de la infeccion en pacientes

colombianos.

El hecho que no se hayan incluido otras variables como el estado de fibrosis del
paciente, los niveles de transaminasas, o el tiempo de diagndstico, como varios
estudios si lo realizan, y en algunos estas variables potencian el modelo de
asociacion; imposibilitaron ampliar el analisis y por la tanto la comparacion de
estudios entre varios reportes, unas de las mayores limitaciones se presenta con
la evaluacion de la adherencia al tratamiento por parte del paciente, y aunque se
tuvo acceso a la informacion completa de la paciente, esta variable es muy dificil
controlar en un estudio de tipo retrospectivo, ya que muchos profesionales

médicos no incluyen una descripcion o evaluacion de esta caracteristica.

Aunque en los ultimos 6 afios en Colombia se hayan aprobado algunos de los
antivirales de accion directa (AAD) como el Telaprevir y Boceprevir y otros estén
por ingresar al mercado farmacéutico para el tratamiento de la HC, el uso del
polimorfismo IL28 como predictor de la respuesta viral sigue siendo util ya que
varios estudios han logrado demostrar la asociacion de este SNP con terapias en
las que incluyen ademas el INF un AAD (38). Por lo tanto se abre posibilidad que
se realicen estudios de este tipo en nuestro pais, aun mas cuando la legislaciéon
colombiana aprobd el uso de estos medicamentos en la tratamiento de los
pacientes infectados con el VHC (32). Con la implementacién de estas nuevas
terapias se requiere el desarrollo de estudios que muestren la tasa de respuesta a
estos farmacos, ampliando las variables analizadas en este proyecto y
enfocandose en el valor predictivo o factor de asociacion del polimorfismo
rs12979860 del gen de la IL28B.

En la era actual en la que se busca ofrecer una terapia personalizada, la
determinacion del SNP de la IL28B en pacientes infectados con VHC, se convierte
en una estrategia en la toma de decisiones terapéuticas, que reducen el tiempo y
los costos del tratamiento. La genotipificacion IL28B es altamente predictiva de la
RVS en pacientes infectados por el VHC GT1, su poder de prediccion a nivel del

paciente individual es lejos de ser absoluta (34), por lo que no debe ser el Unico
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factor para decidir sobre una estrategia de tratamiento en el paciente infectado
(45).

Dado el disefio del estudio; el sesgo de informacién y el sesgo de seleccion fueron
los errores de mayor control en esta investigacion. El resultado de los intervalos de
confianza en los modelos de regresion logistica, pueden estar asociados a la al
namero pequefio de pacientes estudiados que cumplian con los criterios de
inclusion. El hecho que se haya planteado un estudio de casos y controles lo hace

particularmente mas susceptible a este tipo de sesgo.

Conociendo la limitante en el nimero de pacientes analizados, era de vital
importancia disminuir la probabilidad de ocurrencia en un sesgo de seleccién; por
lo que todos los pacientes fueron seleccionados de una misma base de datos,
proveniente de un Unico sistema de informacion, todos cumplian con exactitud
con la medicibn de la carga viral pre y pos tratamiento; evento que
desencadenaba la clasificacion como respondedor o no al tratamiento de
PegINF/RVB. Ademas de que todos los participantes cumplian con la finalizacién
de la terapia y la posterior carga viral de seguimiento, lo que generaliza la
exposicion a los eventos en interés por parte del estudio, sin conocer su genotipo

de polimorfismo.

En cuanto al sesgo de informacién, las técnicas de biologia molecular fueron
iguales para todos los participantes y realizadas por el mismo profesional,
disminuyendo la ocurrencia en los errores de medicion. La variaciéon en los
modelos de regresion logistica al ajustar por carga viral, incluyendo o no el valor
extremo, puede asociarse a un posible sesgo de informacion; ya que no se tiene
un control exacto de la adherencia al tratamiento por parte del paciente, resultando
en un valor extremo del numero de copias de ARN del virus. Al final lleva a
descartar la inclusion de esta variable en el analisis multivariado, aunque el
resultado obtenido descarta la interaccion en el modelo de asociacion, se sugiere

a futuro ampliar el nimero de pacientes a analizar y evaluarla de nuevo.
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La muestra de controles analizados se encontraba en equilibrio de Hardy-
Weinberg. El resultado de las frecuencias alélicas mostro que el alelo T fue mayor
por una minima diferencia con respecto al alelo C. El genotipo homocigoto CC
mostro ser el de menor frecuencia en el numero total de pacientes analizados. Se
observé que el 71,4% de los pacientes que poseian el genotipo CC habian
alcanzado una RVS 24 semanas posteriores al recibir el tratamiento.

De acuerdo a los objetivos del estudio, se logré determinar una asociacion entre la
presencia del SNP rs12979860 genotipo CC y la RVS en pacientes con hepatitis C
genotipo 1b tratados con PegINF/RBV de la Clinica Colsanitas. Después de
ajustar por sexo se mantuvo una asociacion estadisticamente significativa. El
andlisis multivariado demostré que los pacientes con este polimorfismo tienen 5

veces mas probabilidades de alcanzar una RVS al tratamiento estandar.
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9. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La genotipificacion del polimorfismo rs12979860 del gen IL28B aporta informacion
importante sobre las probabilidades que tiene un paciente infectado con el VHC de

alcanzar una RVS con un tratamiento de PegINF y Rivabirina.

El genotipo heterocigoto CT mostro ser el de mayor frecuencia en la poblacion de
pacientes colombianos analizados con una tasa de 66,6%, el genotipo homocigoto
TT fue el segundo en frecuencia con un valor de 21,66% Yy por el ultimo el genotipo
homocigoto CC con una frecuencia de 11,66%. La frecuencia alélica para el alelo
C (0,45) resulto menor al alelo T (0,55).

La diferencia en las frecuencias genotipicas para polimorfismo rs12979860 del gen
IL28B obtenidas comparadas con los reportes en hapman y 1000genomes
evidencian una seleccion positiva a favor de un alelo puntual que quizas se deba a
presiones selectivas especificas de cada region geografica; lo que se asocia a
diferentes grados de respuesta a enfermedades infecciosas como la HC.

La tasa de RVS en pacientes con genotipo CC fue del 71,43% mientras que para
pacientes con genotipo no CC fue del 30,19%, lo que inicialmente relaciona la
presencia del genotipo con una respuesta positiva a la terapia con PegINF y RVB
en pacientes infectados con el genotipo 1b del VHC. El uso de esta informacion, le
permite al médico clinico, conocer de manera clara el porcentaje de respuesta
cuando su paciente carece del polimorfismo CC y entrar a evaluar la pertinencia
del tratamiento incluyendo los efectos colaterales del mismo, y el alto costo del

tratamiento.

Se establecié que los pacientes analizados que se encontraban infectados el VHC
genotipo 1b y presentaban CC del polimorfismo rs12979860 de la IL28B y tenian
5 veces mas de posibilidades de alcanzar una RVS cuando reciben un tratamiento

de PegINF y RBV, sin tener en cuenta su carga viral pretratamiento o sexo.
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Se determind que la carga viral pretratamiento esta asociada a una RVS en
presencia del polimorfismo favorable. El hecho que se realicen futuras
investigaciones, de tipo prospectivo y retrospectivo, con un numero mayor de
pacientes; no solo permitiria aumentar el nimero de variables como la raza/etnia,
estado de fibrosis y niveles de transaminasas, entre otros, sino también aumentar
el numero de datos a analizar, y de esta manera precisar la significancia en un

modelo multivariado similar al realizado en este proyecto.

Disponer de la informacion de que menos del 12% de los pacientes son
homocigotos CC para la IL28, sera muy importante hacia el futuro si la eficacia de
los medicamentos antivirales se asociaran con una respuesta diferente en ese
grupo de pacientes. Recientemente se encontrd que la combinacion de simeprevir
con PegINF en tratamiento de 12 semanas tuvo una respuesta viral sostenida en
el 82% de los pacientes (78). En pacientes con genotipo 4 se ha encontrado una
tasa de RVS del 97% cuando el polimorfismo para IL-28 es CC y para el genotipo
1 94% cuando son tratados con PegINF y Simeprevir (79). Esta combinacion
podria ser una alternativa de tratamiento para los paises en vias de desarrollo

como el nuestro que tienen limitaciones econémicas.

Determinar el polimorfismo del gen IL28B se ha convertido en una herramienta de
impacto en el tratamiento del paciente con HC. En nuestro pais, donde los
tratamientos para esta patologia son de tan alto costo, la combinacién de PegINF
con antivirales directos, se convierte en manejo terapéutico acertado, si se tiene
conocimiento de que el paciente no va a responder al tratamiento estandar. A
corto plazo se requiere analizar los costos de determinacion de la IL-28 en todos
los pacientes con HC y de esta manera puedan acceder a un tratamiento
adecuado.
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10. LIMITACIONES

Inicialmente se calculo trabajar con un minimo de 120 pacientes, pero a medida
que se elaboraban los criterios de inclusion, fue mas dificil hallar el namero
sugerido, del total del universo que se tenia. Al incluir pruebas de biologia
molecular en la fase experimental, se elevo el valor econdmico total del proyecto y
ya que se tenia un costo limitado de financiacion se decidid ajustar e incluir a un
namero de 60 pacientes a analizar. Los resultados de este proyecto se plantean
como un estudio piloto, que abre las puertas a futuras investigaciones con una
poblacion mayor y de diferentes procedencias y etnias, que permitan extrapolar los

resultados obtenidos a una poblacién en general.

Dentro de las limitaciones que se presentaron en este estudio, esta inicialmente el
tamafio de la muestra, que fue relativamente pequefia, aunque varios articulos
citados han trabajo con un numero pacientes similar al analizado en este trabajo y
han obtenido resultados estadisticamente significativos, concordantes a los de
este proyecto (68,80). En segundo lugar, dentro de las variables no se incluyo la
categoria de razal/etnia (blanco/negro/indigena) ni el estado de fibrosis del higado
como algunas publicaciones lo reportan, esto debido al numero limitado de
pacientes que cumplieran con los criterios de inclusion y a la falta de datos para

esta clasificacion patoldgica.

Otra de las limitaciones que se presentd en este estudio fue la naturaleza
retrospectiva del analisis, o que limito la obtencion de los datos y genero la
perdida de algunas variables. Aunque es una caracteristica comdn en la mayoria
de trabajos publicados sobre este tema, se requieren que se realicen estudios
prospectivos controlados para evaluar la influencia de diferentes polimorfismos del
gen IL28B, especialmente rs12979860, en el resultado del tratamiento de los

pacientes con hepatitis C cronica.
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Se debe tener en cuenta que en el desarrollo de este proyecto presento un sesgo
de seleccion o de muestreo, los hallazgos encontrados en este estudio reflejan el
comportamiento de polimorfismo rs12979860 del gen de la IL28B en una muestra
representativa de pacientes de una empresa prestadora de servicios de salud
(EPS). No se puede asumir que estos resultados representan el comportamiento a
nivel de toda la poblacién de pacientes con hepatitis ¢ genotipo 1b a nacional, pero
se convierte en un primer producto a nivel nacional, con el que futuros
investigadores pueden partir de estadisticas concretas y ampliar la muestra de

individuos para obtener un resultado general.
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11.CONSIDERACIONES ETICAS Y LEGALES

Este proyecto de investigacion se desarroll6 bajo la resolucion 008430 de 1993
que ha establecido el Ministerio de Salud, al igual que en la Declaracion de
Helsinki donde estan estipuladas las normas cientificas, técnicas y administrativas
para la investigacion en salud. Asi mismo se cumplieron con los lineamientos de
la resolucion 2378 del 2008 del Ministerio de la Proteccion Social en la que se
obliga a una implementacion, desarrollo y aplicacion de las buenas Préacticas
Clinicas en las diferentes instituciones que conduzcan investigaciones en seres

humanos.

Esta investigacion es de bajo riesgo donde se emplearon técnicas y métodos de
investigacion experimental, andlisis documental y reporte. Se protegido la
privacidad de los individuos ya que los datos obtenidos no fueron divulgados con
nombres e identificacion de los pacientes objeto a estudio. Se asigné un cédigo
para identificar cada una de las muestras analizadas.

Finalmente, el proyecto de investigacion conto con la evaluacion por personal
especializado tanto de forma metodolégica como tematica desde el mismo
momento en que se eligid el tema de estudio con el fin de garantizar una

adecuada preparacion de las técnicas que se utilizaron en el proceso investigativo.
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ANEXO Il. Consentimiento informado

Clinica Colsanitas S.A. CONSENTIMIENTO INFORMADO
Sanitas Internacional LABORATORIO CL”\”CO

CONSENTIMIENTO INFORMADO DE VENOPUNCION

Beneficios

La venopuncién es un procedimiento frecuente en el laboratorio clinico para la obtenciéon de
muestras de suero, plasma y sangre total, los cuales son importantes para realizar analisis
paraclinicos y cuyos reportes son de ayuda para el médico tratante en el momento de esclarecer
diagnésticos, monitorizar afecciones de salud crénicos o en forma preventiva. Este procedimiento
no tiene ninguna restriccion y puede hacerse en la poblacion en general.

Riesgos

En el momento de la toma de muestra de sangre por venopuncion, sentirhd un leve dolor tipo
pinchazo. En casos esporadicos se podrian presentar complicaciones de este procedimiento, como
hematoma y/o dolor leve, los cuales mejoraran espontaneamente o con medidas locales. En casos
excepcionales, este dolor podria ser mas severo y persistente o presentarse inflamacion de la
vena, infeccibn o trombosis localizadas. Ocasionalmente en estos casos incluso se requerira
valoracion médica para definir el manejo de acuerdo con la complicacién presentada.

Si se llegara a presentar alguna de estas complicaciones por favor comuniquese con el Laboratorio
Clinico.

Yo identificado(a) con

namero de , autorizo al personal del Laboratorio

Clinico, Clinica Colsanitas S.A. para realizar el procedimiento de venopuncion para la toma

de la muestra en mi o en el usuario

Declaro que he leido y comprendido la informacién sobre la venopuncién, que se me ha dado la
oportunidad de hacer preguntas y todas ellas han sido contestadas satisfactoriamente y que me
encuentro en capacidad de expresar mi consentimiento.

Firma persona responsable
Documento identidad

Parentesco

Fecha en el que se firma de de , Ciudad
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