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RESUMEN

Carga viral y genotipo, factores pre-tratamiento relacionados con el fracaso terapéutico en pacientes
con hepatitis crénica por virus C tratados con interferén @ y ribavirina. Navarrete CR', CalderonRG?,
Cital ZJL', Alvarez MT* Martinez RM®, Gonzalez VER', Gbmez CG', Sanchiez HG', Urdez HE', 1 Servicio
de adultos, 2 Unidad de investigacion en inmunologia e infectologia del Hospital de infectologia CMN "la

Raza” IMSS, 3 Unidad de investigacion en enfermedades infecciosas y parasitarias, H. Pediatria, CMN siglo
XXI IMSS.

Introduccion: La infeccion por el virus de hepatitis C, es un problema de salud piblica, En nuestro pais Ia
frecuencia oscifa entre 0.47% al 7.5% y no existen trabajos en México que evalien los factores pre-
tratamiento relacionados al fracaso terapéutico.

Objetivo: Investigar los factores pre-tramiento relacionados con fracaso terapéutico en pacientes con
hepatitis cronica por virus C tratados con  INFa -ribavirina de] Hospital de Infectologia CMNR. “La Raza™,
DMSS.

Disedio: Estudio de casos y controles

Pacientes: Se incluyeron en ¢l estudio pacientes mayores de 18 aiios, ambos sexos, infectados por HVC, que
recibieron INFa -Ribavirina durante 48 semanas y con un afio post-tratamiento. Se excluyeron los que
presentaron co-infeccion con el virus B,D HIV, que no completaron el esquema por 48 semanas y los que no
presentaron evaluacién histologica post-tratamiento. Se censideraron como casos los paciéntes que
presentaron carga viral detectable y no hubo disminucion del indice de Knodell dos o mas valores un aito
post-tratamiento y como controles, pacientes que presentaron respuesta viroldgica e histolégica,

Medicién: Se midié niveles de carga viral, indice de Knodell, niveles de ALT, AST,GGT, edad, sexo y
genotipos.

Andlisis estadistico: Medidas de tendencia central, riesgo relativo (RR) caleulado por mzén de productos
cruzados (RPC), con intervale de confianza del 95% (IC95%) y valor de p <0.05.

Resultados: Se estudiaron 26 pacientes, 11 hombres y 16 mujeres. De los 13 casos tuvieron un promedio de
edad de 43 aitos { rango 26 a 40) y de los 13 controles de 38 afios (rango 30 & 44). Los niveles de carga vimt,
niveles de ALT, AST, GGT, indice de Knodell y genotipos fueron muy homogéneos. En el analisis bivariado
los factores relacionados a fracaso terapéutico fueron la presencia de genotipg Ja (RR 2.0 1C90% 1.02-3.8 p
0.08), co-infeccion con otro genotipo (RR 2.1 1C95% 2.1-4.05 p 0.05), el género masculino (RR 2.33 IC95%
1.39-3.8 p 0.001), edad mayora 40 aiios (RR 2.24 IC95% 1.35-3.7 p 0.001), niveles de ALT >70UI/L (RR
1.7L IC95% 1.02-2.8 p 0.03) y CV >100,000 copias /m! (RR 3.2 1C95% 1.95-5.3 p 0.000), Entre estos
factores relacionados, en el analisis multtvanado y de regresion logistica el mas consistente fue la CV, siendo
mis importante en fos pacientes con edad >40 afios (RR6.6 IC95% 2.38-18.5 p 0.003), tener niveles de ALT
>70UTL (RR 6.0 IC95% 2.52-14 .2 p 0.000) y un indice de actividad histologica de 7 (RR 11.6 IC95% 1.05-
129.6 p 0.04). _

Conclusién; la carga viral >100,000 copias/m! es el factor pre-tratamiento mas consistente refacionado a
fracaso terapéutico. Los factores que modifican la prediceion de carga viral son la edad, genotipo y niveles de
ALT. Es necesario implementar guias de marcadores moleculares como genotipo y CV pre-tratmiento en los

pacientes con HVC y realizar protocoles con otra opcidn terapéutica a los pacientes con fracaso al INF a y
ribavirina.




ANTECEDENTES

La hepatitis viral es una enfermedad conocida desde la antigiiedad. La ictericia
epidémica se menciona en. el Talmud y se atribuye a Hipdcrates la primera
descripcién de la enfermedad en al siglo 1V a.c. Los brotes de ictericia causaron
estragos entre las poblaciones durante la Edad Media y la ictericia “de campafia”
durante las guerras fue tan importante como la peste en cuanto a producir
morbilidad en Europa. Sin embargo, la naturaleza infecciosa de la enfermedad no

se reconocid hasta finales del siglo XIX.

En el siglo XX a finales de los afios treinta se iniciaron estudios con militares
voluntarios que persistieron activos después de la Segunda Guerra Mundial. Estos
estudios proporcionaron informacion acerca de la infecto-contagiosidad, modo de
transmision y propiedades del agente etiologico de hepatitis. Se pensé en ese
entonces que la enfermedad era de naturaleza infecciosa y que existian distintos
agentes responsables de las epidemias en el personal militar. Posteriormente
diferentes investigadores han determinado la etiologia la eticlogia de las hepatitis
infecciosas: Mc Callum estudié al virus A, Krugman el virus B y Rizetto en 1977
descubrié el virus Delta. Pero fue hasta que los métodos diagndsticos para
identificar a las hepatitis mencionadas estuvieron a disposicion general se observo
que no explicaban todas las causas de hepatitis virica dado que muchos pacientes
carecian de marcadores para estas infecciones. De ahi surgi6 la idea de una nueva

. . -y e, > 1,23
variante de hepatitis virica, que se denomin6 “hepatitis viricano A no B”.

Con el advenimiento de la biologia molecular Michael Hougton identificé por

clonacion el virus de hepatitis C. Esto por tratarse de un virus no cultivable




responsable en 1989 del 80 al 90% de los casos de hepatitis no A, no B* De esta
manera a final de los afios ochenta se identificaron cinco virus como agentes
causales de la hepatitis;. VHA, VHB, VHC, VHD Y VHE. Actualmente se
conocen siete virus hepatotrdpicos que producen hepatitis viral el VHA, VHB,

VHC, VHD, VHE, VHG y el HTT. *

El virus de hepatitis C es un género de la familia Flaviviridae, cuenta con 6
genotipos y alrededor de 40 subtipos, resultado de la heterogeneidad genética.s‘ Es
un virus RNA de cadena simple (ss RNA) con una envoltura esférica, un diametro
de 50 nm y una longitud de 95kb, cuyo genéma es de aproximadamente 9,400
nucledtidos, contiene varios genes que codifican 3 proteinas virales estructurales:
C (nucleocapside), E1 y E2 ( envoltura); siete no estructurales; P71, NS2, NS3,
NS4 (a, b) y NS5 (a,b) y las ramas UTR no codificadoras 5’y 3°; integrando asi el
genoma 5-C,E1,E2/NS1, NS2, NS3, NS4 N§5-3". ¢

El gen C traduce la proteina core de la capside, las proteinas E]1 y E2 traducen las
glicoproteinas de la membrana, la NS1 equivalente a las E2 cuya actividad se
desconoce, NS2 y NS4 (a, b) proteinas de unién a la membrana, la region NS3 que
codifica para proteinas con actividad de serin proteasas y helicasa y la NS5A con
actividlad RNA polimerasa dependiente de RNA>®" El HVC presenta una
heterogeneidad genética que depende de 2 regiones hipervariables, la region
hipervariables 1 (HVR1} de 90 nucleotidos desde 5 hasta el gen E2 y la region
hipervariable tipo 2 (HVR2) de 7 AA desde la HVR1 hacia a 3". De estas regiones
hipervariables se derivan los diferentes genotipos de acuerdo al sistema de

. " . 9
clasificacion propuesto por Simons.
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El espectro epidemiologico de la hepatitis por virus C es heterogéneo de acuerdo al
grupo de edad, area geografica, mecanismo de transmision y grupos de alto
riesgo. Para 1980 la incidencia promedio se estimo en 15/100,000 habitantes
(rango de 12/100,000 a 18/100,000) la que declind entre 1989 y 1995 de
16/100,000 a 4/100,000." Este descenso coincidio con una disminucion en los
casos agudos secundarios a transfusion, lo cual infiere un mejor control con los

hemoderivados, pero no en los casos secundarios a uso de drogas.

La casuistica mundial para el afio 2000 se estimd en 500 millones de casos, con
aumento del 100% en comparacion con lo reportado en 1992 y el consenso Latino
Americano estima 4 millones de casos en EU; 450,000 en Argentina; 2,200,000
en Brazil; 600,000 en Colombia y 2,400,000 casos en México. Bajo estas
circunstancias la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) ha establecido a la

hepatitis por virus C como un problema de salud piiblica,'"-'*!*!*

En la poblacién mexicana la prevalencia difiere de acuerdo al tipo de pacientes
estudiados y lugar de estudio. Méndez y colaboradores con un grupo de donadores
del banco de sangre del Hospital Médica Sur observa una prevalencia de 0.47%,
Hernandez y cols., en el Hospital central militar el 0.74%’' y Guerrero y cols., en
el IMSS de Durango el 1.47%.” Sin embargo Kato y cols., en el Instituto de
Ciencia Médicas y de la Nutricion en pacientes que ingresaron al servicio de

urgencias demostraron una prevalencia del 7.8% (1C95% 6.2-9.8),™

Otros  estudios observan una prevalencia variable dependiendo del grupo
especifico de estudio, por ejemplo: en la poblacion adulta es del 2.6%, en
trabajadores de la salud el 2.1%, en nifios sanos 0.9%, en nifos hemofilicos 31%,

nifios multitransfundidos el 12.5%.”* En el Hospital de Infectologia del Centro




Médico Nacional “La Raza™ la hepatitis por virus C entre todas las patologias se
encuentra ubicada en el tercer lugar como causa de morbilidad. Sin embargo la
prevalencia real en nuestro pais se desconoce y por ello la importancia de realizar

estudios en poblacion abierta y mejorar el registro de la instituciones de salud.

Uttlizando un método diagndstico molecular del virus de hepatitis C se han
identificado 6 genotipos distribuidos en diferentes regiones pgeograficas. En
Estados Umidos ¢l 60% corresponde al /a, el 20% al /b, el genotipo 4 prevalece en
Africa y Egipto en el 90% de los casos. Los genotipos 5 y 6 en el suroeste de Asia
y sur de Africa y el genotipo 3 en Asia y en lugares donde existe trafico de drogas.
En México los estudios reportan a los genotipos / (a y &) como los mas frecuentes

en mas del 50% de los casos.'®!"'8

Las fuentes de infeccion que establecen grupos de alto riesgo de infeccion por el
virus de hepatitis C son el uso de drogas [V (7%), transfusion (52.3%), accidentes
ocupacionales (6%), hemodialisis (5%), sexual (2.5%) y en un 32% se desconoce,

V1.- \ . . . . 14
A pesar de los maltiples estudios epidemioldgicos los consensos realizados *“n

0
han podido establecer con certeza la incidencia anual de infeccion por VC, asi
como la mortalidad anual por esta causa. Por lo tanto se ha sugerido realizar
estudios epidemiologicos en poblacién abierta y establecer en forma obligatoria la
notificacién de casos en protocolos simples, registros piblicos y privados. *

El espectro clinico de la hepatitis por virus C es diverso. Del 3% de la poblacién
general que se encuentra infectada por el virus de hepatitis C, el 20% presentd
hepatitis aguda y de esta el 70% evoluciono a hepatitis crénica. De los casos que
expresan manifestaciones clinicas el 80% es anictérica y el 20% mantifiesta

ictericia que se acompafian de sintomatologia inespecifica como nauseas, dolor en




cuadrante superior derecho, mal estado general y los niveles de transaminasas

hepaticas relativamente altas. *'

Del 50 al 90% de los casos de hepatitis por virus C que evolucionan a la
cronicidad, se observd que esta condicionado por ciertos factores como el
genotipo, la via de transmision, enfermedad hepatica previa, consumo de alcohol y
la edad. Sin embargo se ha observado que lo que tiene mayor relevancia es el
grado de dafio hepatico, asi como la actividad inflamatoria y grado de

cirrosis. >3

Por otro lado existen manifestaciones extrahepaticas como
crioglobulinemia, glomerulonefritis, porfiria cutinea tarda, linfoma maligno de
bajo grado, tiroiditis autoinmune, liquen plano, sindrome Sjogren, anémia
aplastica, poliarteritis nodosa, eritema nodoso y fibrosis pulmonar que puede

pesentar cualquier paciente con VHC.?

Las complicaciones mds severas que presentan los pacientes con hepatitis cronica
por virus C son la cirrosis y el hepatocarcinoma (HCC). Se ha reportado que en un
10-20% de los pacientes infectados por virus de hepatitis C desarrollan cirrosis
dentro de los primeros cinco aiios, con evidencia de varises esofagicas, ascitis,
cuagulopatia y encefalopatia. 2'***)El hepatocarcinoma se ha observado con una
tasa entre el 2.1 al 2.5 por 100,000 habitantes y aumenta hasta 23.6 veces en los
pacientes con hepatitis por virus C. Sin embargo, en las iltimas tres décadas Japon
ha tenido un incremento del HCC, An‘o asi en Reino Unido, Francia y Estados
Umidos. En los paises en desarrollo se observa el HCC con poca frecuencia lo que

se atribuye al subregistro por un sistema de informacién poco confiable *+2>26:27-2

Con la finalidad de reducir el riesgo de cirrosis y el desarrollo de HCC se han

realizado multiples ensayos clinicos con diferentes esquemas de tratamiento. Entre




ellos los que ha evaluado la eficacia del interferén alfa (INFa) por su actividad
antiviral sustentado en diferentes puntos: a) activa la endorribonucleasas, capaz de
degradar ¢l RNA mensajero del virus e inhibe la proteincinasa (P1) que bloquea la
sintesis de las proteinas y la generacion de nuevas particulas virales, b) bloquea la
sintesis de DNA celular inducido por diferentes factores de crecimiento y la
transcripcion del RNA viral y ¢) activa las células natural killer (NK) que destruye
las células infectadas por el virus. ?” Sin embargo no todos reciben beneficio del
interferén ya que solo entre un 20 al 30% de los pacientes tratados presentan
respuesta sostenida durante un afio posterior al tratamiento en los pacientes que

. : . . . 33,34,35,36,37,38,39.4
tienen una infeccion del virus C con genotipos Jay 1. 01:3233.3435.36.37.38.39.40

El fracaso terapéutico en genotipos /a,/b y en menor grado otros genotipos es
atribuido a condiciones inherentes al virus. Entre estos se ha propuesto que la
mutacion del gen estructural que expresa la proteina NS5A, traduce una proteina
que inlube la actividad de la proteincinasa (PKR}) al intubir la sintesis de proteinas
por fosforilacién del factor de iniciacién {elF2a) en la traduccion, explicando la
resistencia al interferon en algunos pacientes. 434346479899 o ciderando que
la proteina E2; proteina de la envoltura que participa en el reconocimiento de la
célula blanco e inhibe a la PKR y al elF2a en las células de mamiferos y levaduras.
La mutacion de este gene, expresa una proteina diferente que bloquea el proceso de
traduccion viral. “'*° Por lo tanto se considera que la participacion del gen NS5A
contribuye al desarrollo de resistencia al INFa durante la terapia, mientras que el

gen E2 confiere una resistencia intrinsica al INFo en los genotipos 1a, Ib, >

Dado que el interferén no ha mostrado ser efectivo en todos los pacientes y
considerando que la mbawvirina inhibe la sintesis de RNA mensajero viral v la

sintesis de acidos nucleicos demostrando una mejor respuesta terapéutica al

1




combinar al INF o mas nbavirina, incluyendo pacientes que han tenido fracaso
e L . 3 (,57,58.59

terapéutico a la monoterapia con INFg . >*245336.57.583 Otros factores

relacionados con el fracaso pueden ser los altos niveles de carga viral, el dafio

HAREDSIG26384 Eqiog factores, asi como la

histolégico, los genotipos la, b, etec.
teoria de la mutacion gendmica en los genes NSS5A y E2 actualmente no han sido
totalmente esclarecidos lo que motivo estudiarlos en pacientes con terapia
combinada y especificamente en portadores de genotipos del VC conocidos como

no respondedores.




Justiftcacion

Dado que la hepatitis cronica por virus C se ha convertido en un problema de salud
publica, no solo en los grupos de alto riesgo, sino en la poblacién en general, es
importante conocer algunas caracteristicas del virus que pueden ser determinantes

para el tratamiento de los pacientes con HVC.

En nuestro pais y en el hospital de infectologia Centro Médico Nacional "La Raza"
no existen estudios que evallen los factores de prediccion de fracaso terapéutico en
pacientes con hepatilis cronica por virus C tratados con INF a y ribavirina. Por lo
que consideramos fundamental y justificado realizar este trabajo para determinar el
marcador que identifique a los pacientes que tienen mauor probabilidad de fracasar

con la biterapia antiviral antes de iniciar el tratamiento.




Objetivo General

[nvestigar los factores pre-tratamiento relacionados con fracaso terapéutico al
{NFa+ribavirina en pacientes con hepatitis por virus C del Hospital de Infectologia

CMR “La Raza”.
Ohbjetivos especificos

1) Evaluar si el genotipo es un factor que determina el fracaso terap€utico en el
tratamiento combinade con interferon y ribavirina en pacientes con Hepatitis

cronica por virus C del Hospital de infectologia de CMN “La Raza”

2) Evaluar si el grado de actividad inflamatoria, nivel de fibrosis hepatica, la carga
viral y transaminasemia son indicadores de fracaso terapéutico independientes
al penotipo en pacientes infectados de virus de hepatitis C del Hospital de

Infectologia de CMN “La Raza™.



Criterios de inclusion

1. Pacientes mayores de |8 aiios
Ambos sexos
Pacientes con hepatitis cronica por virus C

Pacientes de haya recibido a-interferon y ribavirina por un afio.

vos W

Pacientes que hubiesen tenido un afio postratamiento.

Criterios de no inclusion

1. Pacientes que presenten coinfeccion por virus de hepatitis B
Pacientes que presente coinfeccion por virus de hepatitis D

Pacientes que presenten coinfeccion por virus de inmunodeficiencia humana

hal

Pacientes con hepatitis por virus C embarazadas.

Criterios de Exclusién.

1. Pacientes que no completaron esquema terapéutico por un afio.

2. Pacientes del sexo femenino con hepatitis cronica por VC que se embarazaron
durante el tratamiento.

3. Pacientes en los que no se evaluo el daio histologico al afio pos-tratamiento.




Criterios de inclusién

1. Pactentes mayores de 18 afos
Ambos sexos
Pacientes con hepatitis cronica por virus C

Pacientes de haya recibido a-interferén y ribavirina por un afio.

R

Pacientes que hubiesen tenido un afio postratamiento.

Criterios de no inclusion

1. Pacientes que presenten coinfeccion por virus de hepatitis B
2. Pacientes que presente coinfeccion por virus de hepatitis D
3. Pacientes que presenten coinfeccion por virus de inmunodeficiencia humana

4. Pacientes con hepatitis por virus C embarazadas.

Criterios de Exclusién.

1. Pacientes que no completaron esquema terapéutico por un ario.

2. Pacientes del sexo femenino con hepatitis cronica por VC que se embarazaron
durante el tratamiento.

3. Pacientes en los que no se evalud el dafio histologico al afio pos-tratamiento.




Criterios de inclusion

1. Pacientes mayores de 18 afios
Ambos sexos
Pacientes con hepatitis crénica por virus C

Pacientes de haya recibido o-interferén y ribavirina por un afio.

A

Pacientes que hubiesen tenido un afio postratamiento.

Criterios de no inclusion

1. Pacientes que presenten coinfeccion por virus de hepatitis B

2. Pacientes que presente coinfeccion por virus de hepatitis D

3. Pacientes que presenten coinfeccion por virus de inmunodeficiencia humana
4

. Pacientes con hepatitis por virus C embarazadas.

Criterios de Exclusion.

1. Pacientes que no completaron esquema terapéutico por un afio.

2. Pacientes del sexo femenino con hepatitis crénica por VC que se embarazaron
durante el tratamiento.

3. Pacientes en los que no se evalud el dafio histolégico al afio pos-tratamiento.




Material y Métodos

Diseiio: Estudio de casos y controles

Tamaiio de la muestra: Se realizd el calculo del tamafic de la muestra
considerando que la presencia de genotipos no respondedores es del 60% en el
grupo de pacientes con fracaso terapéutico y del 20% en el grupo con buena

respuesta terapéutica, con una confianza del 95% y un poder del 95%.

Definicion de casos y controles

Casos: Se consideraron como casos a los pacientes con hepatitis crénica por virus
C que no presentaron respuesta terapéutica viral € histoldgica un afio posterior al
tratamiento con &-interferdn y ribavirina.

La determinacion de fracaso terapéutico se realizd al comparar el valor de Knodell,

carga viral, antes y un afio posterior haber terminado el tratamiento antiviral.

Los pacientes con Fracaso terapéutico (casos) presentaron los siguientes

criterios

a) Bioquimico: Sin modificacion o elevacién de los niveles altos de transaminasas
un ano posterior al tratamiento combinado. Sin embargo no fue el criteno
definitivo, ya que existe discrepancia entre el dafio hepatico y el nivel de

transaminasas.




b} Histopatologico: Indice de Knodell no menor a 2, igual o mavor daio

histologico un aiio posterior al tratamiento combinado.

¢) Molecular: Carga viral con valores igual o mayor al valor antes de iniciar el
tratamiento. La carga viral fue determinada por la técnica RT-PCR utilizando
el Kit de amplicor HCV monitor V.2. (Amplicor HCV, Roche Molecular

Systems, Francia).

Controles: Se consideraron como controles los pacientes con hepatitis crénica por
virus C que presentaron respuesta terapéutica, virologica e histologica al afo

posterior al tratamiento con &-interferon y ribavirina.

Los pacientes con respuesta terapéutica (controles) presentaron los siguientes

criterios

a) Bioquimico: Reduccion del nivel de transaminasas hasta parametros normales,
Este no fue el criterio mas mmportante por la discrepancia entre el dafio
histologico y niveles séricos.

b) Histopatolégico: Dos valores menor del indice de Knodell iniciai al final del
tratamiento

c¢) Molecular: Carga viral no detectable por RR-PCR.

indice de actividad: Se determino por estudio histopatolégico, de acuerdo al valor
de HAI de knodell.
Escala: 1-3 (Hepatitis crénica minima); 4-8 (hepatitis crénica leve), 9-12 (hepatitis

cronica moderada); 13-18 ( hepatitis cronica severa).
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Indice de cronicidad: Determinado por estudio histopatologico, con indice de
Knodell
Escala: 0- Sin fibrosis; 1-2= fibrosis portal ; 3- fibrosis en puente ( portal-portal o

portal-central) 4-Cirrosis

Toma de Muestras
A todos los pacientes se les tomd aproximadamente 10 in] de sangre periférica y
se procesaron las muestras por centnfugacion para obtener plasma, el cual fue

conservado -70 grados centigrados hasta su posterior uso.

Genotipificacion. Las muestras obtenidas se sometieron al ensayo de Inno-Lipa
HCYV, (Innogenetics, Belgium} de acuerdo a las instrucciones del proveedor. Este
ensayo consiste en una prueba de hibridacién reversa de los productos de la region
no codificada 5° del UTR utilizando oligonucledtidos especificos. Las bandas

obtenidas muestran los diferentes patrones de'los genotipos reportados 53,6621

Recoleccion de informacion

Los datos como edad, sexo, tiempo de evolucion entre el diagnostico e inicio del
tratamiento fueron obtenidos de la historia clinica del expediente y dosis
acumulada de &-interferdn y ribavirina de las notas médicas del médico tratante.
Los niveles de carga viral, fueron obtenidos por los reportes de laboratorio Lusara
(Shering-Ploug), tomandose en cuenta el resultado antes de intciar tratamiento. Los
niveles de AST, ALT y GGT determinados por los resultados laboratorio en fecha
concordante antes de rectbir el tratamiento. El dafio hepatico de acuerdo a la escala

de Knodell fue e} reportado en la hoja de patologia.




Indice de cronicidad: Determinado por estudio histopatologico, con indice de
Knodell
Escala: 0- Sin fibrosis; 1-2= fibrosis portal ; 3- fibrosis en puente ( portal-portal o

portal-central) 4-Cirrosis

Toma de Muestras
A todos los pacientes se les tomo aproximadamente 10 ml de sangre periférica y
se procesaron las muestras por centrifugacion para obtener plasma, el cual fue

conservado -70 grados centigrados hasta su postertor uso.

Genotipificacion. Las muestras obtenidas se sometieron al ensayo de Inno-Lipa
HCV, (Innogenetics, Belgium) de acuerdo a las instrucciones del proveedor. Este
ensayo consiste en una prueba de hibridacion reversa de los productos de la region
no codificada 5° del UTR utilizando oligonucledtidos especificos. Las bandas

obtenidas muestran los diferentes patrones de los genotipos reportados .*>%%”

Recoleccion de informacién

Los datos como edad, sexo, tiempo de evolucion entre el diagndstico e inicio del
trataimiento fueron obtenidos de la historia clinica del expediente y dosis
acumulada de &-interferén y ribavirina de las notas médicas del médico tratante.
Los niveles de carga viral, fueron obtenidos por los reportes de laboratorio Lusara
(Shering-Ploug), tomandose en cuenta el resultado antes de iniciar tratamiento. Los
niveles de AST, ALT y GGT determinados por los resultados laboratorio en fecha
concordante antes de recibir el tratamiento. El dafio hepatico de acuerdo a la escala

de Knodell fue el reportado en la hoja de patologia.




Analisis estadistico

La informacién fue codificada en codigos numéricos en el programa de EPI-INFO.
Posteriormente se utilizé el programa estadistico de Nanostat para analizar por
 frecuencia simples las variables como, sexo, frecuencia de genotipos y frecuencia
de coinfeccion de otros genotipos. Medidas de tendencia central para edad, carga

viral, nivel de enzimas hepiticas, HAI y cronicidad ( Indice de Knodeil).

El analisis de asociacion para determinar el factor asociado a fracaso terapéutico
con riesgo relativo (RR o OR) fué calculado por razon de productos cruzados
(RPC) e intervalos de confianza del 95% (1C95%). Asi mismo se evalud la
presencia de distractores epidemiologicos con analisis secuencial con RR no
sesgado. En busca de factores modificadores con analisis simultaneo y el analisis

multivariado con regresion logistica.

Las pruebas de significancia utilizadas fueron la prueba no paramétrica de Mantel-
Hanszel, Fisher y X; de heterogeneidad para evaluar la confianza de la diferencias
entre subgrupos como: grupos de edad, género, genotipos, nivel de dafio

histoldgico y nivel de transaminasas.

Consideraciones éticas.

En esta caso no tiene implicaciones éticas dado que es un estudio retrospectivo, en
todo caso los pacientes con fracaso terapéutico seran posibles candidatos a otras

alternativas terapéuticas en investigacion.




Resultados.

De la Clinica de Hepatitis del Hospital de Infectologia Centro Médico Nactonal
“l.a Raza” se estudiaron 13 casos y 13 controles de los cuales 11 fueron hombres y
15 mujeres. El promedio de edad entre los casos fue de 43 afios ( rango 26 a 46) y

de los controles de 38 (rango 30 a 44).

Dentro de los factores estudiados asociados a fracaso terapéutico estudiados antes
de iniciar el tratamiento se observaron los siguientes resultados: los niveles de
carga viral (CV) en el grupo de pacientes identificados como casos fue en
promedio de 2,720,640 copias por mi, muy parecido al promedio de la CV del
grupo de pacientes controles 2,531,670; el promedio del indice de actividad de
6.3 (3-4) en los casos y 6.9 (4-12) en los controles; el promedio de los niveles de
AST con 66,07+ 42.7 UI/L, de ALT de 87+ 0.67UI/L. y GGT de 60.6% 59.6UI/L
en los casos comparado con 64.9439.6Ul, 69.58+60.64UVL y 92.5£85.94UI/L de
los controles respectivamente. En el cuadro [ se muestra que el indice de
actividad promedio, el indice de cronicidad y el genotipo del virus en el grupos de
los casos como el de los controles es similar. El grupo de los casos no presentaron
fibrosis en un 76.9%, con fibrosis portal en un 15.4% y el 7.7% presentd fibrosis
en puente comparado con el 83.3%, 8.3% y 8.3% respectivamente en los pactentes
control. Los genotipos encontrados en el grupo de los casos fue del 15.4% 1a, el
61.5% 1by el 23.1% 2a y en los controles s¢ observo 8.3% la, el 66.7% 1b y el
25% 2a. Ademas se identificd co-infeccion con otros genotipos en 4/13 de los

casos y 2/13 de los controles.
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Cuadro |

Caracteristicas generales

Casos controles
Edad X (rango ) 43 (26-56) 38 (30-44)
Hombres /mujeres 7/6 4/8
AST X+DE 66.07£42.7 64.9+39.4
ALT XtDE 87167 69.58160
GGT X+<DE 60.61£59.6 92.5+85
Carga viral XtDE 2,720,640£8,216,800 2,531,670%7,162,830
Indice de Actividad X (rango) 6.3 (3-11) 6.9 (4-12)
Cronicidad
Sin fibroesis 76.9% 33.3%
Fibrosis portal 15.4% 3.3%
Fibrosis en puente 1.7% 8.3%
Genotipos
la 2 (15.4%) 1(8.3%)
1b 8 (61.5%) 8 (66.67%)
2a 3(23.1%) 3(25.0%)
Coinfeccidn con 2° genotipo
1a 1(1.7%) 0 (0.0%)
2c 3(23.1%) 2(16.7%)

Cuadro I: Muestra minima variabilidad en la edad, el género, promedio carga viral,

transaminasas, indice de actividad, cronicidad y genotipos.
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En el analisis bivariado los factores que mostraron prediccion de fracaso
terapéutico fueron: La presencia de genotipo /@ comparado con el genotipo /h u
otro (RR 2.0 IC90% 1.02-3.8 p 0.08); la co-infeccion con otro genotipo (RR 2.1
IC95% 2.1-4.05 p_0.05); el sexo masculino (RR 2.33 IC95%1.39-3.8 p 0.001),
edad mayor a 40 afios (RR.2.24 1C95%1.35-3.7 p 0.001) y los niveles de ALT
mayor a 70UI/L (RR 1.71 1C95%1.02-2.8 p 0.03). Pero el factor que mostro
mayor asoclacién a fracaso terapéutico fue el tener mas de 100,000 copias/ml,
siendo 3.2 veces que si el paciente presenta una CV menor a 100,000 copias /ml
antes de iniciar la terapia con interferon y ribavirina (RR 3.20 1C95% 1.91-53 p

0.060). Estos valores de prediccion se muestran en el cuadro II.




Cuadro 11

Analisis bivariado

Variable RR IC95% P
CYV >100,600 cop/m} 3.2 1.91-5.3 0.6000
Genotipo la . 2.0 1.02-3.8 0.08
Co-infeccién con otro genotipo 22 2.1-4.05 0.05
Género masculino 2.3 1.39-3.88 0.001
Edad >40 aiios 224 1.35-3.7 0,001
HAL =>7 0.9 1.61-0.53 0.70
Fibrosis 1.5 0.79-2.8 0.20
AST >80 Ul 1.5 0.80-2.5 0.2¢
ALT >700U1 1.71 1.02-'2.8 ’ 0.03
GGT >80U1 0.6 0.9-0.37 0.07

Cuadro I : Este cuadro demuestra como la carga viral presenta mayor fuerza de prediccion de

fracaso terapéutico que el genotipo, el género, la edad, HAL indice de cronicidad y niveles de
ALT, ASTy GGT.
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En el analisis bivariado los niveles de carga viral >100,000 copias /ml antes de
iniciar el tratamiento con interferén y ribavirina mostro mayor asociacion a fracaso
terapéutico. Por lo tanto fue fundamental realizar un analisis secuencial para
evaluar si esta prediccion fue sobrestimada o subestimada por otro factor como
genotipo, HAI, indice de fibrosis, nivel de transaminasas, género y edad. En esté
andlisis la relacion fue consistente con los niveles de transaminasas AST ( RR 3.12
IC95% 0.56-17.1 p 0.18), ALT ( RR 3.16 IC95% 0.58-17.0 p 0.17) y GGT (RR
3.52 1C95% 0.62-19.7 p 0.15); con el indice de actividad (RR 2.95 IC95% 0.59-
14.5 p0.18) y la edad (RR 3.47 1C95%0.61-19.5 p 0.15). Se observé subestimado
con la presencia de coinfeccion con otro genotipo (RR 4.05 1C95% 0.66-24.5 p
0.12) y sobreestimado con el genotipo (RR 2.66 [C95% 0.59-1.89 p 0.19), fibrosis
(RR 2.78 1C95%0.55-13.8 p 0.21) y el género (RR 2.7 IC95% 0.48-14.8 p 0.25).
En los casos del genotipo la, fibrosis y el género que explicaban parte de la
prediccion observada en relacién a la carga viral no se demostréd suficiente
confianza al realizar el analisis secuencial, por lo que la carga viral fue consistente.
Cuadro III.
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Cuadro II1
Evaluacion de distractores epidemiolégicos y la consistencia de carga viral

>100,000 factor de fracaso terapéutico en pacientes infectados por virus C,
Variable

Contraste principal

CV >100,000 cop/ml (RR 3.2 1.91-5.3 p 0.000)

Distractores RR no sesgado IC95% P
Edad 34 0.61-19.5 0.15
Género 2.7 0.48.14.8 0.25
Genotipos 2.6 0.59-11.8 0.19
Co-infeccién con otro genotipo 4.0 0.66-24.5 0.12
Cronicidad 2.7 0.55-13.8 0.21
Actividad 2.9 0.59-14.5 0.18
AST 3.1 0.56-17.1  0.18
ALT 31 0.58-17.0 0.17
GGT 3.5 0.62-19.7 0.15

Cuadro III: Este cuadro demuestra como los niveles de carga viral, son consistentes como

factores de prediccion de fracaso terapéutico al analizarlo con los otros factores.
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Se sometieron a un analisis simultaneo y de regresion logistica a aquellos factores
que mostraron prediccion en conjunto con los niveles de carga viral. Esto demostrd
que ciertos factores en ciertos subgrupos tienen una fuerza de prediccion mayor.
En el caso de los pacientes infectados con virus C que presentdron edad mayor a 40
afios los niveles de carga viral >100,000 copias /ml mostraron 6.6 veces mayor
prediccion de fracaso terapéutico ( RR 6.6 1C95%3.0-14.4 p 0.000) que en los
pacientes que tuvieron edad menor a 40 afios (RR 2.0 1C95% 1.07-3.7
0.06). La misma observacion se obtuvo en los pacientes que tienen un genotipo
diferente al 2a (RR 6.0 1C95% 2.38-18.59 p 0.0003), en los pacientes que
presentaron niveles de ALT >70UVL ( RR 6.0 1C95%2.52-14.2 p 0.000) y 11.6
veces en los pacientes que presentaron un indice de HAI <7 ( RR 11.6 1C95%
1.05-129 p 0.04). Esto demuestra que los. pacientes que presentaron genotipo /a,
un indice de actividad >7 explican parte de la prediccion, esto es que no €s muy

fuerte los niveles de CV en presencia de estas condiciones. Cuadro V.
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Cuadro IV

Analisis multivariado

Variahle RR  1C95% P

Factor predictor

Carga viral >100,000 copias/ml 3.2 1.91-5.3 0.000
Factor que modifica la prediccion

Edad menor a 40 aiios 2.0 1.07-3.7 0.06
Edad mayor 40 aiios 6.6 3.0-14.4 6.0000
Genotipo la 2.0 1.50-2.65 0.001
Genotipo 1b 1.0 1.0
Genotipo 2a 6.0 2.38-18.5 0.0003
HAX <7 1L.6 1.05-129.6 0.04
HATL >7 0.5 1.24-0.2¢ 0.13
ALT <70UI 2.2 1.5-4.26 0.01
ALT >70U1 6.0 2.52-14.2 0.000

Cuadro IV: Demuestra como la edad, el genotipo el indice de actividad y los niveles de ALT

modifican la fuerza de prediccion de los niveles de carga viral >100,000 copias/ml antes del

tratamiento.
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De acuerdo a estos resultados y si la presencia de mutacion de los genes que
expresan la proteina NS5A y E2 del virus no explican la prediccion, la carga viral
mayor a 100,000 copias/ml es el factor predictor de fracaso terapéutico mas
importante en los pacientes con hepatitis cronica por VC antes de iniciar el
tratamiento, ademas es el mas sobresaliente en los pacientes que tienen edad
mayor a 40 afios, que tiene genotipo 2a un HAI <7 y niveles de ALT >70UI/L de
pacientes del Hospital de Infectologia de CMN “La Raza”.
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Discusion

La hepatitis por el virus de hepatitis C es considerada actualmente un problema de
salud publica en el mundo por el incremento.en su prevalencia. A pesar de que en
algunas areas como en América Latina no existan estudios de prevalencia en
poblacién abierta que indiquen con mayor precision su distribucion actual. " En
México por ejemplo, los reportes varian de acuerdo al tipo de pacientes y la
institucion donde se realizan, (ICMNZS,” Hospitales privados,(") Hospital Central

Militar, "' IMSS-Durango ™ y Hospital de Infectologia CMN"La Raza").

Debido a que en nuestro pais la prevalencia es importante se necesita buscar
factores relacionados con fracaso terapéutico que ayuden a buscar alterativas en el

tratamiento.

Nuestro estudio es de los pocos en México que han investigado los factores-
asociados al fracaso terapéutico. Aunque el numero de casos y controles es
reducido ha sido capaz de ofrecer resultados con significancia estadistica. En
ambos grupos el genotipo mas frecuente es el /& existiendo concordancia con la
frecuencia observada en otros paises como Itala por Chemello,* en Francia por

38 en Espafia por Davis y Esteban™ y Estados Unidos por

Peignoux y Poynard
McHutchinson. Asi mismo el serotipo / se ha observado con mayor frecuencia en
poblacion mexicana *’

Identificamos que en nuestro Hospital el factor pre-tratamiento asociado a fracaso
terapéutico esta relacionado con una carga viral >100,000 lo que difiere con otros
trabajos donde los niveles de CV relacionados a respuesta terapéutica son valores

<2X10°. * Sin embargo nuestros resultados no concuerdan con algunos trabajos

reportados que evalian la carga viral debido a que la mayoria de los estudios se
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realizan en base a reportes previos y en nuestro estudio evaluamos la carga viral
comparando los diferentes niveles hasta tdentificar una diferencia mas consistente,
Entre los otros factores asociados a fracaso terapéutico como son la co-infeccton
con otro genotipo, no se ha reportado en ningin otro estudio, lo cual es una

aportacion de nuestro trabajo.

El género y la edad fueron también factores relacionados al fracaso terapéutico al
igual que observado por Poynard, con diferencia de que la edad relacionada es
mayor a 45 afios comparadoe con >40 afos en los diferentes reportes. Hacemos
consideracion que el genotipo la, el género, la edad y la co-infeccion con otro
genotipo fueron evajuados en un- analisis multivariado-y simultaneo observandose
que estos modifican la prediccion de la CV en presencia de estas condiciones y
bajo cierto grado especifico. Esto es, mayor asociacion de la carga viral cuando el
paciente presenta >40 afos, genotipos diferentes al /a y un indice de Actividad <7.
De esta manera consideramos que aunque exista asociacion de la CV y
concordancia con otros resultados no es posible establecer en forma general sino

evaluando cada uno de los casos bajo estas consideraciones.

En la literatura existen otros factores inherentes al virus que no estudiamos y que
han mostrado su relacién con el fracaso terapéutico en pacientes tratados con
interferon y ribavirina como es la mutacion del gen que expresa la proteina NSSA
y E2, 888990

En conclusién, consideramos que no todos los pacientes con hepatitis por virus C

tratados con INFa y ribavirina en nuestro Hospital, tienen la certeza de beneficiarse

con la terapia combinada y que los factores relacionados a fracaso terapéutico

encontrados, se encuentran relacionados al virus. Por lo tanto es muy posible que

se encuentre involucrado un factor de mutacién del virus y seria necesario
ESTA TESIS NO SALF

DE LA BIBLIOTECA




identificarlo para relacionarlo con los factores encontrados. La edad y género
factores dificiles de cambiar podran ayudar a identificar los subgrupos de pacientes
que ameritan ser estudiados, dado que la probabilidad de fracasar con el esquema
de tratamiento es muy alta. Consideramos por lo tanto necesario, realizar estudios
encaminados a identificar mutacion genémica del virus y alterativas diferentes al

esquema actual como terapia triple.
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