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RESUMEN

Introduccion. La infeccion por el virus de hepatitis C (VHC) es una causa frecuente de
hepatopatia cronica en nuestro medio con importante morbimortalidad. El tratamiento
actual es efectivo so6lo en alrededor de la mitad de los pacientes, ademas de ser costoso
y con muchos efectos colaterales, algunos graves, haciéndolo poco accesible y limitado.
Existen multiples predictores de respuesta al tratamiento antiviral, siendo los niveles
séricos de la quimiocina 10 inducida por interferon gamma (IP-10) uno de los
marcadores inflamatorios que se han descrito recientemente. Los niveles elevados de IP-
10, séricos como intrahepaticos, se asocian a falta de respuesta viral sostenida (RVS) al
tratamiento en estudios previos.

Objetivos. Evaluar la relacion de los niveles séricos de IP-10 con la respuesta al
tratamiento antiviral estdndar en pacientes con infeccion crénica por el VHC y su
utilidad como predictor de respuesta. Como objetivo secundario se evaluo la asociacion
de IP-10 con el grado de fibrosis.

Material y métodos. Se estudiéo un grupo de 111 pacientes con hepatitis por virus C
que se encontraban bajo tratamiento estandar con interferén pegilado y ribavirina. Se
realiz6 determinaciéon de niveles séricos de IP-10 basales y a las 12 semanas de
tratamiento y se evalud su asociacion con el estatus de respuesta a los 6 meses de
tratamiento (RVS vs no respuesta). También se evaluaron otras variables asociadas con
respuesta viral sostenida y su correlacion con los niveles de IP-10.

Resultados. Los niveles de IP-10 basales y a las 12 semanas de tratamiento se
encontraron significativamente menores en los pacientes con RVS comparado con los
no respondedores (medianas de 532 vs 837 pg/ml, p=0.003 y 304 vs 403 pg/ml,
p=0.049, respectivamente). La correlacion persistid en el subgrupo de pacientes
infectado por el genotipo 1 (n=88, medianas 615 vs 8§70 p=0.024 y 304 vs 408, p=0.081,
respectivamente). Se realizaron curvas ROC para los niveles de IP10 basales y a las 12
semanas, con areas bajo la curva de 0.667 (IC 95% 0.566-0.767, p=0.003) y 0.609 (IC
95% 0.503-0.714, p=0.49) respectivamente. También se encontrd asociacion de los
niveles de IP10 basales con el grado de fibrosis (r=0.45, p<0.001), con valores
medianos mas altos en fibrosis moderada-grave vs leve (895 vs 458, p<0.001).
Discusion. Niveles mas elevados de IP-10 se asociaron a ausencia de respuesta al
tratamiento. El mejor desempeiio se observo con los niveles basales de IP-10. Valores
de IP10 basal menores a 330 pg/ml y a las 12 semanas menores a 130 pg/ml tienen alta
sensibilidad y VPN para no respuesta. [IP-10 mostré sélo tendencia como predictor de
pérdida de respuesta y de recaida, quizé por el tamafio de muestra pequefio en estos
subgrupos. IP10 a las 12 semanas predice no RVS en el grupo de pacientes con factores
de riesgo para no RVS (carga viral alta, genotipo 1 y fibrosis avanzada) con un ABC
buena. Se observd disminucion importante de los niveles basales de IP-10 durante el
tratamiento en todos los sujetos. También se observd asociacidon con el genotipo y con
el grado de fibrosis.

Conclusiones. Los niveles séricos de IP-10 en pacientes con infeccion cronica por VHC
correlacionan con la RVS al tratamiento con interferon pegilado y ribavirina, en
especial, IP10 a las 12 semanas predice respuesta viral en el subgrupo de pacientes con
factores de alto riesgo para no RVS. Existe asociacion independiente de los niveles de
IP-10 con el grado de fibrosis y con el genotipo. Estos hallazgos sugieren que la
determinacion de los niveles de IP-10 previo al tratamiento y a las 12 semanas del
mismo, constituyen un marcador util de respuesta a la terapia contra el VHC, ademas de
sentar las bases para investigacion dirigida a las implicaciones en el manejo de estos
pacientes y al efecto que tiene sobre la respuesta al tratamiento y progresion de la
enfermedad el intervenir en la produccion y/o funcion de esta quimiocina.



VALOR DE LA QUIMIOCINA IP-10 COMO MARCADOR DE RESPUESTA
VIRAL SOSTENIDA EN PACIENTES CON HEPATITIS CRONICA POR

VIRUSC TRATADOS CON INTERFERON PEGILADO Y RIBAVIRINA

ANTECEDENTES

La hepatitis cronica por virus C (VHC) es una de las causas principales de hepatopatia
crénica en el mundo occidental, México incluido. Se sabe que el 85% de las personas
infectadas con este virus desarrollaran infeccion cronica; el espectro clinico es amplio y
varia desde hepatitis cronica leve hasta cirrosis establecida, presentandose la ultima en
el 30% de los casos entre 20 y 30 afios después del inicio de la infeccion. La morbi-
mortalidad relacionada a la infeccion es considerable, e incluye una elevada frecuencia
de hepatocarcinoma (1 a 4% de riesgo anual). En la actualidad la cirrosis secundaria a
VHC representa una de las indicaciones mas comunes para trasplante hepético y se
espera que en las siguientes dos décadas el impacto de la enfermedad en materia de

salud, asi como los costos derivados, se eleven sustancialmente (1, 2).

El tratamiento actual se basa en la combinacion de interferon pegilado (variante del
interferébn unida a una molécula de polietilenglicol que aumenta su vida media y
disminuye por tanto la frecuencia de administraciéon) y ribavirina. La eficacia
terapéutica depende de sus propiedades antivirales y de la induccién de mecanismos
inmunomoduladores. Con este esquema se alcanza respuesta viral sostenida (RVS,
resolucion de la infecciéon medida por la ausencia de carga viral detectable y que se
mantiene por mas de 6 meses) en 54 a 61% de los casos. Sin embargo, la frecuencia de
RVS varia dependiendo del genotipo viral infectante, observandose ausencia de la

misma (falla terapéutica) en aproximadamente 20% de los pacientes infectados con los



genotipos 2 y 3, y hasta en 50% de los casos con el genotipo 1 (3).

Ademas del genotipo, se han identificado otros factores que afectan la tasa de RVS y
que permiten por tanto predecir la probabilidad que tiene un individuo de lograr dicha
respuesta con el tratamiento. Estos factores predictores incluyen caracteristicas propias
del virus, aquellos concernientes al huésped, y otros relacionados al tratamiento (4, 5).
Entre los primeros, una baja carga viral y genotipo distinto al "1" son factores
independientes que predicen mayor frecuencia de RVS. En cuanto al huésped, la edad
avanzada, el sobrepeso y la obesidad, asi como la presencia de fibrosis avanzada,
cirrosis y/o esteatosis, son caracteristicas de mal pronostico para RVS. Finalmente, el
tiempo de tratamiento, la dosis de ribavirina (en el caso del genotipo 1) y los niveles del
VHC a la semana 12 son factores que modifican la tasa de éxito para erradicar la

infeccion.

La respuesta inmune dirigida contra el VHC implica la infiltracién por linfocitos T
citotoxicos Thl al parénquima hepatico con la finalidad de depurar la infeccion viral; no
obstante, esta misma respuesta celular promoverd un proceso necro-inflamatorio que
eventualmente culminara en hepatitis cronica, fibrosis y finalmente cirrosis (6), ademas
de que en la mayoria de los casos no se consigue eliminar la infeccién. Los linfocitos
involucrados expresan un gran nimero de receptores de citocinas, muchas de las cuales,
ademads de participar en el dafio hepatico, se han asociado con una pobre respuesta a la
terapia antiviral, tal como el factor de necrosis tumoral alfa y las interleucinas 1b, 8 y
10. Por esta razon, resulta evidente que los avances en el conocimiento de los
mecanismos que regulan el reclutamiento de las células T en el tejido hepatico y la

respuesta inmune subyacente, proveeran nuevas evidencias sobre la patogénesis de la



hepatopatia relacionada al VHC y de los factores que median la resistencia al

tratamiento.

Recientemente se ha descrito la asociacion de RVS con los niveles séricos e
intrahepaticos de diversas quimiocinas que participan en el proceso de polarizacion de
las células T infiltrantes del higado hacia el fenotipo Thl, siendo una de las mas
estudiadas la proteina 10 inducible por interferén gamma (IP-10), también llamada
CXCL10. Esta proteina es una quimiocina de 98 amino-acidos, especifica de linfocitos
Th1 secretada por las células endoteliales de los sinusoides hepaticos en respuesta al
interferon gamma inducido por la infeccion viral. También se ha detectado en
queratinocitos, linfocitos y monocitos activos inmunoldgicamente. La accién
quimiotactica de IP-10 se presenta al interactuar con su receptor en las células T
(CXCR3). Este receptor se expresa en la mayoria de los linfocitos que infiltran la
glandula hepatica, sobre todo en aquellos activados por interleucina 2 (7-9), fue clonado
y caracterizado por Loetsher (20). Se trata de una proteina de 368 aminoacidos con una
masa molecular de 40,659 D, tiene 7 segmentos transmembrana y esta acoplado a
proteinas G. La union de IP10 con su receptor induce la movilizacion de calcio lo que
inicia el mecanismo de quimiotaxis. El reclutamiento de linfocitos resultante
desencadena una respuesta inflamatoria y el consecuente dafio parenquimatoso hepatico
con progresion de la enfermedad. Distintos estudios han demostrado que los niveles de
IP-10 y de su RNA mensajero se elevan en el higado y el suero de sujetos infectados
con VHC, particularmente por el genotipo 1 y en relacion directa a la carga viral. Los
pacientes que no responden a tratamiento, presentan niveles basales mas altos de IP-10
que permanecen invariables al suspender los antivirales; en contraposicion, los

pacientes con RVS muestran disminucion importante respecto a los valores



pretratamiento. Se han descrito puntos de corte para IP-10 que predicen respuesta a la

terapia antiviral combinada (10-13).

Lo anterior sugiere que el VHC induce la expresion del gen de IP-10, y no so6lo su
secrecion por parte de lo hepatocitos. Estos hallazgos son similares a aquellos
observados en pacientes con infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH), donde valores elevados de esta quimiocina se asocian con falla a tratamiento
antirretroviral y a estimulacion de la replicacion viral. Corroborando este hecho, algunas
investigaciones muestran que el bloqueo de la unién de IP-10 con su receptor reduce la
replicacion del VIH (14, 16). También se han encontrado niveles elevados de IP10 y su
mensajero en suero y linfocitos de sujetos infectados por el virus de hepatitis B (VHB)
comparado con controles sanos, atribuyéndole un papel en el dano hepatico mediado

inmunologicamente y en el desarrollo de cronicidad (15).

Por otra parte, se ha observado asociacion de los niveles de IP-10 con el grado de
fibrosis en la biopsia de pacientes con hepatitis cronica por VHC, donde los mayores
niveles corresponden a fibrosis avanzada. Esto se atribuye al efecto inductor de IP-10
sobre la activacion, proliferacion y migracion de las células estelares, intimamente
ligadas al proceso de fibrosis, al interaccionar con el receptor expresado sobre estas
células. Todos estos datos hacen suponer que la IP-10 tiene implicaciéon en la

patogénesis de la infeccion cronica por VHC.
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DEFINICION DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Debido al gran numero de pacientes afectados por el VHC en nuestro medio, al
esperado incremento en la morbi-mortalidad asociada durante los siguientes afios y al
impacto econdmico que esto genera, es trascendental lograr un control adecuado de la
infeccion. Si bien contamos con un tratamiento que es efectivo en mas de la mitad de
los pacientes, también es cierto que dicho tratamiento posee un costo elevado y por
tanto no es accesible para la mayoria de los pacientes que acuden a nuestro instituto,

ademads de que se asocia con una alta frecuencia de efectos colaterales.

Por todo lo mencionado, resulta de gran relevancia la bisqueda de factores predictores
de respuesta al tratamiento antiviral que sean de suficiente peso y de fécil realizacion,
pero sobre todo que sean ttiles en la toma de decisiones respecto al riesgo-beneficio de
recibir terapia antiviral. De especial importancia en la prediccion de respuesta son los
individuos infectados con el genotipo 1, que ademas de ser el mas frecuente, se asocia a
menores tasas de RVS y requiere mayor duracién del tratamiento. Sin embargo, no
existe actualmente un marcador adecuado que prediga en forma precisa que pacientes

tienen mayor probabilidad de erradicar al VHC con el tratamiento.

Dado que la IP-10 ha mostrado relacion con la respuesta viral al tratamiento y con el
genotipo infectante, ademas de que la determinacion de sus niveles séricos se realiza
facilmente por medio de ensayos comerciales con técnica de ELISA, esta quimiocina

resulta un marcador accesible y promisorio en este campo.
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HIPOTESIS

Los niveles séricos de IP-10 en pacientes con infeccion cronica por el VHC
correlacionan con la RVS al tratamiento con interferon pegilado y ribavirina, siendo

mayores en los no respondedores.

OBJETIVOS
Objetivo general

* Analizar la relacion de los niveles séricos de IP-10 con la respuesta virologica al
tratamiento con interferon pegilado y ribavirina en pacientes con infeccion cronica

por el VHC.
Obj etivos especificos

» Estudiar la correlacion entre los niveles de IP-10 a diferentes tiempos (basal y 12
semanas) y los distintos patrones de cinética viral durante el tratamiento antiviral

combinado (RVT, RFT, RVS, ver definiciones abajo).
= Evaluar la utilidad de los niveles de IP-10 como predictor de RVS.
» Investigar la utilidad de IP-10 como predictor de recaida.
Objetivos secundarios
» Investigar la utilidad de los niveles de IP-10 como predictor del grado de fibrosis.
= Evaluar la relacion de los niveles de IP-10 con los diferentes genotipos del VHC.

» Determinar el mejor punto de corte de IP-10, si existe alguno, para obtener la mejor

sensibilidad, especificidad y valores predictivos posibles como predictor de RVS.
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MATERIAL Y METODOS
Disefio del estudio

El presente es un estudio observacional prospectivo, de asociacidon tipo prueba
diagnéstica, cuyo desenlace fue un evento dicotomico (RVS vs no respuesta). Se
efectu6 concatenado a una cohorte de pacientes con VHC en un protocolo de
tratamiento intitulado “Tratamiento combinado, ponderado por peso con Peg-
interferon alfa2b mas ribavirina en pacientes mexicanos con Hepatitis cronica C sin
tratamiento previo. Ensayo clinico abierto”. El proyecto fuente fue realizado en el
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran” y aprobado por

el Comité de Etica del mismo con niimero de referencia 1431.

Enfermos

Se incluyeron los 125 pacientes con VHC de la clinica de hepatitis del INCMNSZ que
participaron en el protocolo de tratamiento arriba mencionado. El diagndstico de infeccion
cronica por el VHC se establecio por medio de PCR cuantitativa. Los pacientes fueron
reclutados de julio del 2005 a julio del 2006, siendo septiembre de 2007 la fecha en que
el ultimo paciente acabo tratamiento. Recibieron interferon pegilado alfa 2b a dosis de
1.5 pg/kg de peso corporal y ribavirina a dosis de 13.6 mg/kg/dia por un periodo
previamente estipulado que varié en funcion del genotipo y el tipo de respuesta a las 12
semanas (24 semanas para genotipo 2, 48 semanas para genotipo no 2, y 72 semanas
para respondedores lentos). Los criterios para incluir a los pacientes en el estudio se
describen en seguida. El esquema de tratamiento utilizado en pacientes con genotipo 1
se muestra en la fig. 1, dividiéndose en tres subgrupos dependiendo el tipo de respuesta
a la semana 12 y en base a las definiciones abajo mencionadas. La decision respecto al

tiempo de tratamiento se basa en recomendaciones internacionales de acuerdo al
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genotipo y en el caso de respondedores lentos, se ha sugerido que prolongar el tiempo
de tratamiento mejora la respuesta por lo que en el protocolo base se administrd por 72

semanas, de hecho es parte de la informacién que busca obtener dicho protocolo.

Criteriosdeinclusion, exclusion y eliminacion
Criteriosdeinclusion

1. Pacientes con hepatitis cronica C confirmada por PCR cualitativa con cualquier
genotipo sin importar el tiempo de evolucion ni el valor de las transaminasas

séricas.
2. Entre 18 y 70 afos.

3. En tratamiento estdndar combinado con interferon pegilado alfa-2b y ribavirina

y que no hayan recibido tratamiento con estos farmacos previamente.
4. Carga viral mediante técnica cuantitativa al inicio del tratamiento.

5. Biopsia de higado durante los 6 meses previos al inicio de tratamiento con
reporte basado en la escala de METAVIR y/o Knodell que demuestre la

presencia de hepatitis cronica y describa el grado de fibrosis.

6. Consentimiento informado firmado por el paciente en el cual acepte la toma de

las muestras sanguineas y se le informe el motivo del estudio.
Criterios de exclusion

1. Co-infeccion con VHB o VIH.

2. Consumo actual de drogas ilicitas, alcohol, esteroides, inmunosupresores o

medicamentos hepatotoxicos.

3. Presencia de hepatocarcinoma diagnosticado por los criterios imagenologicos,

14



serologicos y/o histopatologicos actuales.

4. Cualquier enfermedad autoinmune incluyendo hepatopatia, diagnosticada por

criterios estandar.
5. Contraindicacion para recibir alguno de los dos farmacos usados en el estudio.
Criterios de eliminacion

1. Pacientes que no cuenten con el estatus de respuesta a los 6 meses
postratamiento por cualquier razon (suspension del tratamiento, abandono del

estudio o ausencia de CV a los 6 meses).

2. Pacientes que no tengan determinacion de niveles de IP-10 basales o a las 12

semanas de tratamiento.

Ensayo para niveles séricosde I P-10

Se tomaron muestras de suero a todos los pacientes antes de iniciar el protocolo y en los
diferentes tiempos mencionados (12 semanas, 24 semanas, fin de tratamiento y 6 meses
postratamiento) y se almacenaron en congelacion (a una temperatura de -70° C).
Posteriormente se realizd determinacion cuantitativa de los niveles de IP-10 previo al
tratamiento (basales) y a las 12 semanas con un equipo comercialmente disponible de
ELISA (RayBio ELISA Kit, Human IP-10, con nimero de catdlogo ELH-IP10-001)
siguiendo las instrucciones del fabricante. También se realizé medicion de IP-10 al final
del tratamiento y 6 meses después con la finalidad de conocer el comportamiento de los
niveles en estos tiempos pero ya sin objetivo predictor. El nivel minimo detectable de
IP10 por este ensayo es de 8 pg/ml. Los coeficientes de variacion intra e interensayo son

de <10% y <12% respectivamente.

15



Definiciones oper acionales

a.

Infeccion por e VHC. RNA para VHC positivo en sangre,
independientemente de los niveles de transaminasas y los hallazgos
histopatologicos.

Respuesta viral temprana (RVT). PCR cuantitativo para VHC negativo a
las 12 semanas de tratamiento (Laboratorio Quest Diagnostics, 35645X
[3030]-Hepatitis C Viral RNA, Quantitative Real-Time PCR Laboratory
Developed Test ASR Class 1, con limite inferior de deteccion de 50 Ul/ml o
1.70 log Ul/ml). Estos pacientes completaran 24 semanas de tratamiento
para el genotipo 2 y 48 semanas para genotipo no 2.

Respondedor es lentos (RL ). Disminucion de PCR cuantitativo para VHC >
2 logaritmos en base 10 con respecto al basal pero con RNA para VHC
detectable a la semana 12 y que negativice a la semana 24. Estos pacientes
recibiran tratamiento por 72 semanas.

No respondedores (NR). Ausencia de disminucion de PCR cuantitativo
para VHC o disminucion no mayor a 2 logaritmos a la semana 12, o bien,
disminucién de PCR cuantitativo para VHC > 2 logaritmos en base 10 con
respecto al basal con RNA para VHC detectable a la semana 12 y que no
negativice a la semana 24. Estos pacientes no continuaran tratamiento.
Recaida. Pacientes con RNA para VHC negativo al final del tratamiento
pero que sea detectable nuevamente durante el periodo de seguimiento.
Respuesta viral sostenida (RVS). PCR cualitativo para VHC negativo 24
semanas posterior a concluir el tratamiento. (Laboratorio Quest, con limite

inferior de deteccion de 50 Ul/ml).

16



Andlisis estadistico

Todos los valores paramétricos se expresan como medias y desviacion estandar. Para
datos con distribucion no normal, se usé mediana e intervalo intercuartilar (IIC).
Diferentes grupos se compararon usando la prueba de U de Mann-Whitney o la “t” de
Student para variables continuas, y por medio de chi cuadrada o prueba exacta de Fisher
para datos categoricos. Se empleo el coeficiente de Spearman para evaluar correlaciones
con datos no paramétricos. Se aplicé la prueba de Kruskal Wallis para comparaciones
independientes multiples (niveles de IP-10 para diferentes grados de fibrosis) y las
pruebas de Wilcoxon y Friedman para comparaciones relacionadas no paramétricas,
para dos muestras y mas de dos muestras respectivamente (niveles de IP10 en los

diferentes tiempos).

Se construyeron curvas ROC y se determinaron areas bajo la curva (ABC) para los
valores de IP10 basales y a las 12 semanas en relacion a la RVS y se buscaron puntos de
corte con la mejor especificidad, sensibilidad y valores predictivos (entre el 80 y 90%
en base a tablas de 2x2 tomando como factor de riesgo para “no respuesta” niveles
arriba del valor de corte). Lo mismo se realizd para otros predictores con fines

comparativos.

Finalmente se realizé analisis multivariado de los diferentes factores asociados a RVS

por medio de regresion logistica buscando variables confusoras o interaccion.

Todas las pruebas se hicieron con el programa estadistico SPSS version 13. No se
calcul6 tamafio de muestra ya que se trata de un estudio basado en una cohorte y se

tomaron todos los pacientes de la misma.
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RESULTADOS

De los 125 pacientes que ingresaron al protocolo fuente, 14 fueron eliminados del
estudio porque no se realizaron la carga viral a los 6 meses postratamiento, la cual
define la RVS (dos pacientes abandonaron el estudio, 3 lo suspendieron por intolerancia
y/o toxicidad y 9 no regresaron a realizarse la ultima carga viral). Se incluyeron por
tanto 111 pacientes en el analisis final, 63 fueron mujeres (57%). La media de edad fue
48.8+12.3 afios y el peso de 70.5£14.9 kg. Setenta y nueve por ciento de los pacientes
(n=88) estaban infectados por el genotipo 1 del VHC, 48% (n=47) tenian fibrosis
avanzada (definida como igual o mayor a 2 en las escalas METAVIR o Knodell) y 10%
(n=11) presentaban cirrosis. El resto de las caracteristicas basales se muestran en la

tabla 1.

En cuanto al comportamiento de los niveles de IP10 llamo6 la atencion una distribucién
no normal con gran dispersion y un sesgo a la izquierda por valores altos extremos, por
lo que todas las pruebas utilizadas para comparacion de estos valores fueron no
paramétricas. Todas las curvas estdndar (DO vs concentracion) mostraron una
correlacion lineal. La tabla 2 muestras las estadisticas descriptivas de los niveles de

IP10 en los diferentes tiempos.

Pacientes con RVS

Cincuenta y ocho pacientes (52%) alcanzaron RVS, 35 (60%) fueron mujeres. La edad
media fue de 48.2+12 afios y el peso de 70.9+12.1 kg. Treinta y ocho (65%) eran
genotipo 1, 7 (12%) fueron respondedores lentos y 19 (36%) tenian fibrosis avanzada.
En este grupo hubo 4 pacientes (7%) con cirrosis. La mediana de PCR basal fue 442

Ul/ml y de aspartato aminotransferasa (AST) 42 UI/L.
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Pacientes no respondedores (NR)

Este grupo se conformd por 53 pacientes (48%), 28 de ellos (53%) fueron mujeres. La
edad media de este grupo fue 49.4+12.7 afos y el peso 70.8+17.7 kg. La mayoria (94%)
eran genotipo 1, 15 (28%) fueron respondedores lentos y 28 (62%) tenian fibrosis
avanzada. Hubo 7 pacientes (13.7%) con cirrosis. La mediana de PCR basal fue 829

Ul/mly de AST 66 UI/L.

Comparacion entre RVSy NR. Todos los pacientes

No se encontraron diferencias en cuanto a edad, sexo y peso. Los niveles de PCR basal
mostraron tendencia a ser mayores en el grupo de NR (829 vs 442 pg/ml, p = 0.095) y
solo los de AST fueron significativamente mas elevados en este mismo grupo (66 vs 42
UI/L, p= 0.007). Las medianas de los niveles de IP-10 basales y a las 12 semanas fueron
menores en los pacientes con RVS (532 vs 837 pg/ml, p=0.003 y 304 vs 403 pg/ml,
p=0.049, respectivamente. Graficas 1 y 2). Ser genotipo 1 (94 vs 65%), respondedor
lento (28 vs 12%), tener CV mayor a 400 Ul/ml (73 vs 53%) y fibrosis avanzada (62 vs
36%) fueron factores de riesgo para no respuesta, siendo el genotipo el de mayor riesgo.
Las razones de momios y los intervalos de confianza se muestran en la tabla 3. En el
analisis multivariado con regresion logistica, la IP10 basal mantuvo independencia
como predictor de NR (p = 0.049) sélo cuando se incluyeron ambas determinaciones
(basal y 12 semanas). Sin embargo la colinearidad entre ellas fue mayor a 0.85, por lo
que al excluir la IP a la semana 12, la basal perdié significancia. El Unico factor que

persistié como predictor fue el genotipo, la fibrosis y la CV s6lo mostraron tendencia.
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También se obtuvieron las curvas ROC y ABC de IP10 basal, a las 12 semanas y AST
(Gréfica 3). IP10 basal mostrd la mejor ABC: 0.667 (p = 0.003, IC 95% 0.566-0.767).
Se encontrd que un valor de corte de IP10 basal menor a 330 pg/ml tenia un RR para
NR de 0.59 (IC 95% 0.43-0.83), con una sensibilidad del 90% (IC 95% 80-96),
especificidad del 29% (19-42) y un valor predictivo negativo (VPN) del 77% (IC 95%
57-90). En el caso de IP10 a las 12 semanas, valores por debajo de 130 pg/ml tuvieron
RR 0.55 (0.4-0-77), sensibilidad 98% (90-99.7%), especificidad 12% (6-23) y VPN

87% (53-98).

Finalmente, se evalué el comportamiento en el tiempo de los niveles de IP10,
mostrandose una disminucion significativa de los niveles a las 12 semanas respecto a
los basales, con el mayor descenso para el grupo de no respondedores (de 837 a 403

pg/ml vs de 532 a 304 en el grupo RVS, p <0.001 en ambos grupos. Grafica 4).

Comparacion entre RVSy NR. SAlo genotipo 1

Este subgrupo estuvo conformado por 88 pacientes, 38 de los cuales (43%) lograron
RVS. También en este grupo los niveles de AST fueron mayores en los NR (65 vs 45
UI/L, p= 0.037). Como en el grupo total, la PCR basal s6lo mostr6é tendencia a ser
mayor en los NR (798 vs 442 pg/ml, p = 0.078).En cuanto a los niveles de IP10 se
observé igualmente valores menores en los que lograron RVS, pero solo los basales
alcanzaron significancia estadistica (615 vs 871 pg/ml, p = 0.024. Grafica 5). Ser
respondedor lento en este grupo también fue factor de riesgo para no respuesta. No se
encontraron diferencias en cuanto a edad, sexo o peso. El resto de las comparaciones

dentro de este subgrupo, con sus riesgos relativos e intervalos de confianza cuando
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aplican, se muestran en la tabla 4. En el analisis multivariado con regresion logistica,

todos los predictores perdieron significancia.

Como con el grupo total, se construyeron curvas ROC y ABC de los mejores
predictores (IP10 basal y AST), mostrandose en la Grafica 6. Nuevamente, el mejor
desempefio fue para IP10 basal con un ABC de 0.0641 (p = 0.024, IC 95% 0.520-
0.761). Valores de corte menores a 280 pg/ml tienen un RR de NR de 0.4 (IC 95%
0.15-1.09, p = 0.026), sensibilidad del 94% (84-98), especificidad del 24% (13-39) y

VPN del 75% (47-91).

Al evaluar el comportamiento en el tiempo de los niveles de IP10, también en este
subgrupo se encontrd disminucién importante de los niveles a las 12 semanas respecto a
los basales, de nuevo con el mayor descenso para el grupo de no respondedores (de 858

a 373 pg/ml vs de 642 a 348 en el grupo RVS, p <0.001 en ambos grupos. Grafica 7).

Correlacion delos niveles de I P-10 con otras variables

Realizamos una busqueda de asociaciones de los niveles de IP10 con diferentes
factores, encontrandose que los pacientes con genotipo 1 (Gréafica 8), con peso menor a
75 kg, fibrosis avanzada (Grafica 9) y cirrosis tenian niveles significativamente mas
elevados de IP10. Estos resultados se muestran en la tabla 5. Los niveles de AST y de
carga viral, que fueron factores asociados a no respuesta no correlacionaron con los
niveles de IP10. También en el subgrupo de pacientes con genotipo 1 se hizo este
analisis, encontrandose los mismos hallazgos (Tabla 6 y Grafica 10). El valor de IP10
basal como predictor de fibrosis persistio en el andlisis multivariado con regresion

logistica (p = 0.032). El otro factor asociado a fibrosis fue la AST (p = 0.001). No hubo
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colinearidad entre ellos (0.163). PCR basal y edad mostraron tendencia, el genotipo no
se asocid a riesgo de fibrosis. El mismo comportamiento se observo en el subgrupo de

pacientes con genotipo 1 (p = 0.043 para IP10 basal).

Comparacion delos niveles de | P10 entre diferentes subgrupos de pacientes
Ademas del andlisis del grupo de pacientes con genotipo 1, se investigd si habia
diferencia en los niveles de IP10 en RVS vs NR en otros tres subgrupos de pacientes
(Tabla 7):

a. Pacientes con pérdida de respuesta, es decir aquellos que a las 12 semanas tenian
carga viral negativa o 2 logaritmos menos respecto a la basal (respondedores
lentos) y que mostraron recurrencia durante el tratamiento.

b. Pacientes con recaida, que mostrando CV negativa al final del tratamiento
recurrian a los 6 meses.

c. Pacientes de alto riesgo de no respuesta, los cuales se definieron por presentar
tres factores de riesgo para falla al tratamiento: CV mayor a 400,000 Ul/ml,

fibrosis avanzada (>2) y genotipo 1.

S6lo en el subgrupo de alto riesgo se mostrd diferencia entre los niveles de IP10
(Gnicamente a la semana 12), siendo el valor mediano mas alto en el grupo de NR (500
vs 254 pg/ml, p = 0.005, Grafica 11) con un ABC de 0.808 (IC 95% 0.649-0.967,
Gréfica 12). Se encontré que un valor de corte menor de 260 pg/ml tiene un RR de NR
de 0.32 (IC 95% 0.13-0.75), con sensibilidad de 89% (IC 95% 69-97), especificidad de
55% (28-79), VPP de 76% (55-89) y VPN de 75% (41-93). En el otro extremo, valores
de IP10 mayores a 400 pg/ml mostraron un RR de 2.4 (1.17-5), sensibilidad 72% (49-

87), especificidad 82% (52-95), VPP 87 (62-96) y VPN 64% (39-83).
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DISCUSION

La proteina 10 inducida por interferon gamma, también llamada CXCLI10, es una
citocina con actividad quimiotactica sobre diferentes tipos de células, principalmente los
linfocitos Th1, ejerce su accion al unirse a su receptos CXCR3, el cual se expresa en la
mayoria de las células inflamatorias que infiltran el higado de pacientes con VHC.
Estudios previos han mostrado que esta y otras quimiocinas se encuentran elevadas en
forma importante en el suero de estos individuos. De la misma manera, otros
investigadores han encontrado niveles elevados del mensajero para IP10 en hepatocitos
de enfermos con hepatitis C (7-13). Estos hallazgos sugirieren que esta proteina juega
un papel importante en la patogenia de la infeccion cronica por VHC, de hecho hay
evidencia de que interfiere directamente en el dafio inflamatorio y en la fibrosis, ya que
ademas se le ha involucrado en la activacion de células estelares. Hallazgos similares se

han encontrado en pacientes con hepatitis B cronica (15).

El presente estudio mostrd asociacion de los niveles basales de IP10 con la respuesta al
final del tratamiento combinado estandar (RVS vs NR), tanto en el grupo total de
pacientes como en aquellos con genotipo 1. Los pacientes que no respondieron
presentaron niveles basales mas elevados. Un valor de corte menor a 330 tiene una
sensibilidad del 90% y un RR de 1.7 para no respuesta, es decir, la mayoria de los
pacientes con IP10 basal por debajo de este valor van a tener RVS. La especificidad
para este punto de corte es mala, y al buscar valores mas elevados para mejorarla no se
encontrd alguno con significancia para predecir NR ya que valores extremos altos se
presentaron en ambos grupos de respuesta. Si bien en el analisis multivariado se perdid

la significancia de IP10, esto quizé sdlo indica que existe asociacion con otros factores,
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tal y como se demostr6 al encontrar correlacion con fibrosis y con el genotipo, pero no

anula el potencial predictor de IP10.

Cuando limitamos el analisis al subgrupo de pacientes de alto riesgo, definidos como
aquellos con genotipo 1, CV elevada (con corte en 400,000 Ul/ml) y fibrosis avanzada
(>2), que son factores de riesgo que tradicionalmente se han asociado a no respuesta,
incluyendo este estudio, encontramos que IP10 a las 12 semanas predijo NR con un
ABC de 0.800, teniendo el valor de corte de 400 pg/ml un RR de 2.4, una especificidad
de 82% y un VPP de 87%. La importancia de este hallazgo radica en que se cuenta con
un pardmetro mas para la toma de decisiones en la semana 12, donde al tener un
paciente con estos factores de riesgo y un nivel de IP10 mayor a este corte, indica que
tiene una alta probabilidad de NR y probablemente deba suspendérsele el tratamiento,
sobre todo si ha tenido sintomas incapacitantes, efectos adversos o poca tolerancia que
limiten su calidad de vida o que le confiera ciertos riesgos (por ejemplo citopenias).
Igualmente, un valor de corte menor a 260 pg/ml indica una probabilidad de respuesta

elevada.

También se evaluaron otros subgrupos de pacientes. En el caso de los sujetos que
presentan recaida, no se pudo encontrar asociacion con los niveles de IP10, aunque los
valores medianos de los grupos con RVS y NR son muy similares a los encontrados en
otras comparaciones. La explicacion podria ser por el tamafio de muestra (sélo 14
pacientes recayeron). El otro subgrupo estudiado es el de pérdida de respuesta, donde
estan incluidos los respondedores lentos que finalmente no lograron RVS. En este
subgrupo hubo tendencia franca a encontrar valores mas elevados de IP10 en los sujetos

con NR. Estos datos resultan importantes porque IP10 puede representar un predictor de
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recaida o de pérdida de respuesta, quizd con implicaciones terapéuticas ya que una
posible conducta seria aumentar el periodo de tratamiento. Sin embargo este aspecto no
esta evaluado y primero habrd que demostrar la utilidad de IP10 en un estudio con

mayor numero de enfermos.

Los resultados obtenidos apoyan la hipotesis de que IP10 interviene no sélo en el dafio
hepatico, sino también en la falla al tratamiento en sujetos con hepatitis C cronica. Esto
se ha observado en pacientes con infeccion por el VIH, donde niveles elevados de IP10
se asociaron a falla al tratamiento antiviral (16). El mecanismo por el cual IP10 ejerceria
esta accion no es conocido, pero podria estar relacionado a varios factores: el grado de
lesion hepatica y fibrosis, induccion de la replicacion viral, aparicion de cepas mutantes
resistentes del VHC secundario a la intensa actividad inmunologica (de predominio
Thl) inducida por IP10. Hasta el momento ninguno de estos mecanismo esta
completamente demostrado y probablemente intervenga mas de uno. Un hecho
interesante es que IP10 es un factor de riesgo independiente para la presencia de
fibrosis, lo cual apoya la teoria de que interviene en la génesis y progresion de la misma.
Como ya se comentd, existe evidencia de que IP10 es expresada por las células estelares
y a su vez induce quimiotaxis de las mismas. Con esta informacion, IP10 podria formar
parte de un modelo para predecir fibrosis al momento del diagndstico. Por otra parte, se
observo franca asociacion de IP10 con el genotipo 1, el principal factor de riesgo para
no respuesta y el genotipo mas comun, lo que lleva a formular la hipétesis de que el
grado de actividad necroinflamatoria y por tanto de actividad inmunolédgica son en parte
mediados por el mismo virus. De hecho se ha postulado que el VHC participa en la

activacion e induccion de los genes que regulan la produccion de IP10.
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Estos datos son especialmente importantes en nuestro medio ya que evidencia reciente
muestra que el VHC es mas frecuente y tiene un comportamiento mas agresivo en
poblacion hispana, con esteatosis mas cominmente, mayor necesidad de tratamiento
pero también mas abandonos y menor tasa de RVS, incluso se ha sugerido que en
nuestra poblacion la progresion hacia la fibrosis es mas rapida, si bien este punto

permanece en controversia (17-19).

Por todo lo ya mencionado, resulta obvio la importancia de predecir la respuesta viral en
el manejo de estos enfermos. Se conocen ya muchos factores asociados a esta respuesta,
tanto del huésped como del propio virus, por lo que este sentido, el incorporar IP10 a
este grupo de factores aumentard el poder de prediccion y ayudard en la toma de
decisiones de estos enfermos, sobre todo en aquellos con un riesgo basal elevado de “no
respuesta” (genotipo 1, fibrosis avanzada, esteatosis y resistencia a insulina, sobrepeso,

etc.).
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CONCLUSIONES

Los niveles séricos de IP-10 en pacientes con infeccion cronica por VHC correlacionan
con la RVS al tratamiento con interferon pegilado y ribavirina, en especial, IP10 a las
12 semanas predice respuesta viral en el subgrupo de pacientes con factores de alto
riesgo para no RVS. Existe asociacion independiente de los niveles de IP-10 con el

grado de fibrosis y con el genotipo.

Estos hallazgos sugieren que la determinacion de los niveles de IP-10 previo al
tratamiento y a las 12 semanas del mismo, constituyen un marcador 1til de respuesta a
la terapia contra el VHC, ademas de sentar las bases para investigacion dirigida a las
implicaciones de los niveles de IP10 en el manejo de estos pacientes y al efecto que
tiene sobre la respuesta al tratamiento y progresion de la enfermedad el intervenir en la

produccion y/o funcion de esta quimiocina.
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PERSPECTIVAS

Nuestros resultados indican que la participacion de IP10 como factor predictor de
respuesta y de fibrosis parece promisoria, quizd no en forma aislada, peor si
conjuntamente a otros predictores ya conocidos. Sin embargo falta por determinar cual
es la conducta mas adecuada a seguir cuando se esta ante un paciente con varios
factores de riesgo y niveles elevados de IP10 con el fin de mejorar la RVS. Es decir,
habra que investigar si estos pacientes se benefician de ajustar la dosis o la duracion del

tratamiento, o incluso si se requiere modificar los esquemas con fairmacos adicionales.

De la misma forma, falta establecer si existe algiin beneficio en la tasa de RVS y
progresion de la enfermedad, asi como en el grado de lesion histologica (fibrosis
fundamentalmente), al intervenir en la producciéon y/o funciéon de esta quimiocina, por
ejemplo, mediante el empleo de anticuerpos neutralizantes, antagonistas del receptor de

IP10 o manipulacion de los mecanismos de regulacion genética para esta proteina.
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Fig. 1. Esquema de tratamiento para genotipo 1 segun respuesta a las 12 semanas
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Tabla 1. Caracteristicas basales de los pacientes (n=111)

Edad (afios + DE) 48.8+12.3
Sexo (%)
Femenino 63 (57)
Masculino 48 (43)
Peso (kg = DE) 70.5+£14.9
AST basal (UI/L, M) 50 (32-92)
Genotipo (%)
Genotipo 1 88 (79)
Genotipo no 1 23 (21)
PCR basal (Ul/ml, M) 687,000
CV >400 Ul/ml (%) 69 (63)
CV >600 Ul/ml (%) 60 (54)
CV >800 Ul/ml (%) 48 (44)
Fibrosis* (%)
Leve (0-1) 50 (51.5)
Avanzada (>2) 47 (48.5)
Cirrosis (%) 11 (10)

M = Mediana, ICC = Intervalo intercuarltilar

PCR = Reaccion en cadena de polimerasa VHC, CV = Carga viral
VHC, AST = Aspartato aminotransferasa

"Fibrosis de 0 a 4 en base a METAVIR o Knodell

Tabla 2. Comportamiento delosnivelesde | P-10

Fin Tratamiento

6 meses postratam.

Basal (n=111) 12 sem (n=111) (n=63) (n=38)
Media 1064 563 1156 881
Mediana 692 328 386 286
Desv Estandar 1249 801 3304 2036
Rango 85-6936 37-5525 17-24,500 33-12,300
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Tabla 3. Comparacion de variables entre RVS y NR

Car acter istica RVS (n=58) NR (n=53) p RR(IC9%)a
Demogr &ficas
Edad (afios + DE) 48.2+12 49.4+12.7 0.63

0.85 (0.58-

Sexo femenino (%) 35 (60) 28 (53) 0.42 1.25)
Peso (kg + DE) 70.9+12.1 70.8+17.7 0.78
IMC (kg/m*+ DE) 27.4+4.1 27.6+5.4 0.89
Bioquimicas
AST basal (mediana e IIC) 42 (29-76) 66 (40-107) 0.007
IP10 basal (pg/ml, M e IIC) 532 (220-997) 837 (525-1439)  0.003

IP10 sem 12 (pg/ml, M e IIC) 305 (193-433) 403 (239-640) 0.049
Virales

Genotipo 1 (%) 38 (65) 50 (94) <0.001 4.35(1.5-12.7)
PCR basal® (U/ml, M e [IC)  442.5 (132-2,467.5) 829 (329.25-2,575) 0.095

CV >400 Ul/ml (%) 31(53.4) 38 (73) 0.034 1.61(1-2.6)
CV >600 Ul/ml (%) 27 (46.6) 33 (63.5) 0.075 1.45(0.95-2.2)
CV >800 Ul/ml (%) 22 (38) 26 (50) 0.2 1.3 (0.87-1.9)
Respondedor Lento (%) 7(12) 15 (28) <0.001

Histolégicas’

Fibrosis avanzada (>2, %) 19 (36) 28 (62) 0.012 1.75(1.1-2.75)
Cirrosis (%) 4(7) 7 (13.7) 0.25 1.4(0.85-2.3)

3RR en relacion a NR, "Resultado x 1000

“Fibrosis de 0 a 4 en base a METAVIR o Knodell

M = Mediana, IIC = Intervalo intercuartilar, AST = Aspartato aminotransferasa, CV = Carga viral VHC,
RVS = Respuesta viral sostenida, NR = No respuesta, IC = Intervalo de confianza, VHC

RR = Riesgo Relativo, PCR = Reaccion en cadena de polimerasa VHC
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Tabla 4. Comparacion de variables entre RVS y NR. Genotipo 1

Car acter istica RVS (n=38) NR (n=50) p RR(IC9%)a
Demogr &ficas
Edad (afios + DE) 48.6+12.1 49.2+12.8 0.81
Sexo femenino (%) 24 (63) 27 (54) 0.39 0.85(0.59-1.22)
Peso (kg + DE) 69.5+11.1 69.3+18 0.97
IMC (kg/m*+ DE) 27.4+4 27.245.3 0.86
Bioquimicas
AST basal (mediana e IIC) 45 (32-72) 65 (39-109) 0.037
IP10 basal (pg/ml, M e IIC) 615 (312-1076) 871 (527-1478) 0.024

IP10 sem 12 (pg/ml, M ¢ IIC) 305 (195-392) 408 (239-666)  0.081
Virales
PCR basal” (UI/ml, M e IIC) 442.5 (129.2-1,610) 798 (310-2,550) 0.078

CV >400 Ul/ml (%) 21 (55) 35(71.4) 0.12 1.4 (0.89-2.15)
CV >600 Ul/ml (%) 17 (44.7) 31 (63.3) 0.085 1.4(0.94-2.1)
CV >800 Ul/ml (%) 12 (31.6) 24 (49) 0.1 1.36(0.94-1.95)
Respondedor Lento (%) 6 (16) 14 (28) <0.001

Histolégicas’

Fibrosis avanzada (>2, %) 14 (42) 26 (62) 0.09 1.42(0.93-2.18)
Cirrosis (%) 3 (8) 7 (14.6) 0.5

®RR en relacion a NR, "Resultado x 1000

‘Fibrosis de 0 a 4 en base a METAVIR o Knodell

M = Mediana, IIC = Intervalo intercuartilar, AST = Aspartato aminotransferasa, CV = Carga viral VHC,
RVS = Respuesta viral sostenida, NR = No respuesta, IC = Intervalo de confianza, VHC

RR = Riesgo Relativo, PCR = Reaccion en cadena de polimerasa VHC
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Tabla 5. Asociacion de niveles de | P10 basales con diferentes

par ametr os
Par ametro P10 (pg/ml) p
Genotipo
Genotipo 1 779
Genotipo no 1 486 p=0.010
Peso
<75 kg 803
>75 kg 467 p=0.003
Fibrosis
Leve (0-1) 458
Avanzada (>2) 895 p<0.001
Cirrosis
NO 658 p<0.019
SI 1122

NO asociada a peso como variable continua, IMC, AST, edad, sexo ni carga
viral

Tabla 6. Asociacion de niveles de | P10 basales con diferentes
parametros. Genotipo 1

Parametro P10 (pg/ml) p
Peso
<75 kg 860
>75 kg 535 p=0.036
Fibrosis
Leve (0-1) 520
Avanzada (22) 947 p<0.001
Cirrosis
NO 771 p=0.038
SI 1157

NO asociada a peso como variable continua, IMC, AST, edad, sexo ni carga
viral



Tabla 7. Utilidad de los niveles de | P10 como predictores de respuesta en diferentes
subgrupos de pacientes

Caracteristica RVS NR p ABC (IC 95%)
Subgrupo de pacientes con pérdida derespuesta®
n=58 n=30

IP10 basal (pg/ml, M ¢ IIC) 532 (220-997) 799 (466-1032) 0.057 0.624 (0.508-0.741)
IP10 sem 12 (pg/ml, M e IIC) 305 (193-433) 330 (168-448) 0.47
Subgr upo de pacientes con recaida®

n=58 n=14
IP10 basal (pg/ml, M ¢ IIC) 532 (220-997) 827 (466-1179) 0.14 0.627 (0.486-0.767)
IP10 sem 12 (pg/ml, M e IIC) 305 (193-433) 302 (205-406) 0.96
Subgrupo de pacientes de alto riesgo®

n=11 n=18
IP10 basal (pg/ml, M ¢ IIC) 962 (612-1177) 1003 (772-2166) 0.27 0.626 (0.415-0.838)
IP10 sem 12 (pg/ml, M e IIC) 254 (192-377) 500 (293-1179) 0.005 0.808 (0.649-0.967)

*Pérdida respuesta: CV neg o <2 log (RL) a las 12 semanas que recurre durante el tratamiento
PRecaida: CV negativa al final del tratamiento que recurre a los 6 meses o después
“Alto riesgo: CV >400,000 Ul/ml, fibrosis >2 y genotipo 1
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