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Abreviaturas

-2LL Reduccion del logaritmo de la razén de verosimilitud
95%IC Intervalo de confianza 95%

ARN Acido ribonucleico

ALT Alanino aminotransferasa

AA-D Antivirales de accion directa

AST Aspartato aminotransferasa

AUROC Area bajo la curva de la caracteristica operativa del receptor
cmv Citomegalovirus

EPO Eritropoyetina

G-CSGF Factores estimulantes de colonias granulociticas
GGT Gamma glutamil transpeptidasa

GPVH Gradiente de presion venosa portal

HR Hazard ratio

IP Inhibidores de la proteasa

IL28B  Interleucina 28B

IFN Interferén

kPa Kilopascal

OR Odds ratio

PCR Reaccién en cadena de la polimerasa
RFT Respuesta a final de tratamiento

RVP Respuesta viral precoz

RVR Respuesta viral rapida

RVS Respuesta viral sostenida

RBV Ribavirina

ROC Caracteristica operativa del receptor
Se Sensibilidad

Sp Especificidad

TH Trasplante hepatico

TD Tratamiento diferido

TP Tratamiento precoz

VPN Valor predictivo negativo
VPP Valor predictivo positivo
VHC Virus de la hepatitis C

VIH Virus de la inmunodeficiencia humana
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l. Introduccion

1. Relevancia del tratamiento antiviral de la recurrencia del VHC tras el

trasplante hepatico

Tras el trasplante hepatico la reinfeccion del injerto por el virus de la
hepatitis C (VHC) es universal y su tratamiento es el principal elemento
capaz de modificar la evoluciéon natural de estos pacientes.

El injerto hepatico se reinfecta tras la reperfusiéon del érgano (1,2) y los cambios
histolégicos de dafo hepatico son objetivables a los 9 dias post-trasplante
hepatico (TH) (3,4).

Estudios recientes han puesto de manifiesto que la supervivencia a largo plazo
(5-10 afios) del injerto y del paciente son significativamente menores en los
pacientes trasplantados por infecciéon por VHC cuando se comparan con los
pacientes trasplantados por otras etiologias (5), por tanto, la prevencion y el
mejor manejo de la recurrencia de la infeccion por VHC tras el TH se ha
convertido en uno de los principales objetivos en la mayoria de los centros de

trasplante hepatico.

A pesar de la mejoria en el prondstico de los pacientes trasplantados
hepaticos relacionada con las mejoras terapéuticas, asociadas al
perfeccionamiento de la técnica quirurgica, el mejor manejo de los
tratamientos inmunosupresores y antivirales, la evolucion a cirrosis
hepatica y la mortalidad siguen siendo altas. La introduccion inicialmente de
los tratamientos con interferon pegilado (Peg-IFN-a) y ribavirina (RBV) y

posteriormente de los antivirales de accion directa (AA-D) (actualmente en uso



Telaprevir y Boceprevir) asi como la incorporaciéon a la practica clinica de
nuevas herramientas como la determinacion del polimorfismo del gen de la
IL28B rs12979860 tanto en el donante como en el receptor (6,7) han mejorado
el manejo y han permitido optimizar los tratamientos, pero sin alcanzar las
tasas de respuesta de los pacientes no trasplantados y sin que el prondstico de
los pacientes con recurrencias en forma de hepatitis colostasicas fibrosantes
haya cambiado sustancialmente (8,9). EI manejo de los factores implicados, de
donante y receptor asi como las mejores estrategias terapéuticas son todavia

insuficientes.

Por todo esto mejorar la respuesta al tratamiento antiviral en estos
pacientes sigue siendo una prioridad en este ambito. La estrategia para
lograrlo ha de pasar por una parte por la incorporacion de nuevos tratamientos
mas eficaces y con menos efectos secundarios que los actuales; y, por otro, y
mientras se consigue lo primero, por un mejor manejo y optimizacién del uso de

las terapias disponibles en la actualidad.

2. Historia natural de la infeccion por el VHC antes vy después del

trasplante hepatico

La infeccion por VHC es la causa mas frecuente de hepatopatia cronica y la
primera causa de cirrosis hepatica, hepatocarcinoma y la primera indicacién de
trasplante hepatico (TH) en nuestro medio, con una prevalencia en Espafna del
2,5% y afectando al 3% de la poblacion mundial (10).

Antes del trasplante hepatico



Tras la exposiciéon viral se produce la fase aguda de la infeccion, la cual es
asintomatica en el 80% de los casos, lo que dificulta el diagnéstico.
Normalmente la infeccidbn se detecta en la fase cronica mediante analisis
clinicos rutinarios o en el momento de realizarse una donacion de sangre. La
mayor parte de las infecciones cronifican (65-80%), con persistencia del ARN-
VHC en sangre. Esta persistencia de la infeccién se explica porque el VHC
evade la respuesta inmunitaria multiespecifica evolucionando a la cronificaciéon
de la infeccion. En el 30% de los pacientes la lesion hepatica evoluciona hacia
cirrosis, insuficiencia hepatica terminal y hepatocarcinoma entre los 30-40 afos
posteriores a la infeccidn, mientras que en el resto de los pacientes la evolucion
de la lesién hepatica es minima (11). La cirrosis representa la fase terminal de
cualquier enfermedad hepatica, y segun progresa el grado de fibrosis, aumenta
la presion portal y se deteriora la funcion hepatica, dando paso al desarrollo de
descompensaciones clinicas (ascitis, hemorragia por varices, encefalopatia
hepatica, ictericia). El desarrollo de cualquiera de estas complicaciones marca
la transicion de la fase compensada a la descompensada de la cirrosis, esto
sucede a una tasa anual de 5-7%. La aparicion de hepatocarcinoma puede
acelerar el curso de la enfermedad en cualquiera de los estadios. La
supervivencia de los pacientes con cirrosis compensada es mayor que la de los
pacientes en fase descompensada, con una mediana de supervivencia desde
el diagnéstico de 12 y 2 afios respectivamente (12).

En la cirrosis por VHC el tiempo que transcurre hasta llegar a una situacion
terminal por insuficiencia hepatica y/o hepatocarcinoma es variable, y puede

verse favorecida por la coexistencia de otros factores (ingesta de alcohol, co-



infeccidon por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) o la esteatosis), y

llegado este punto, el Unico tratamiento potencialmente curativo es el TH.

Tras el trasplante hepatico

La reinfeccion por VHC tras el TH se produce desde el momento de la
reperfusion del injerto de modo que a las 72 horas del TH ya se consiguen
niveles de ARN-VHC en sangre similares a los pre-TH (3). Aunque la velocidad
de progresiéon de la fibrosis en los pacientes trasplantados por VHC es muy
variable, esta acontece de forma mucho mas acelerada que en los pacientes
inmunocompetentes, de modo que en ausencia de tratamiento antiviral, la
cirrosis se desarrolla en una mediana de 8 a 10 afios (13,14), mientras que se
estima que un 30% alcanzara la fase de cirrosis en los primeros 5 afos tras el
TH y un 40% a los 10 anos (2). En esta situacién el riesgo de
descompensacion es del 15 al 30% en el primer afo desde la aparicion de la
cirrosis con una mortalidad del 40 al 55% dentro de los 6-12 meses tras la
primera descompensacion. Esta mayor aceleracion en la progresién de la
fibrosis en los pacientes portadores de TH hace que la principal causa de
pérdida del injerto y de muerte de estos pacientes sea la insuficiencia hepatica
secundaria a la recurrencia de la cirrosis por VHC, lo que condiciona que la
supervivencia del paciente y del injerto estan reducidas en los pacientes
infectados por VHC frente a los no-infectados, con una supervivencia del 70% a
los 5 afios (2,13,14). La evolucién posterior de estos pacientes viene determina
por los sucedido a lo largo del primer ano tras el TH. El pico de AST sérico y
las cifras de bilirrubina en el momento de la recurrencia de la infeccion por VHC

se asocian a una mayor progresion de la fibrosis del injerto (15,16,17). Los



hallazgos histolégicos como la presencia de colestasis histolégica, balonizacién
hepatocelular, necrosis confluente y la actividad necroinflamatoria al afio se
relacionan también con la gravedad de la recurrencia y la progresion a cirrosis
(17-22).

La evaluacion de la magnitud de la repercusion de la recurrencia de la infeccion
por VHC en el injerto se puede realizar mediante la determinacion del estadio
de fibrosis hepatica o su estimacion indirecta con la medicion del gradiente de
presion venosa hepatica (GPVH). La presencia de fibrosis significativa (F = 2)
o un GPVH = 6 mmHg al afio del TH se relacionan con una recurrencia mas
grave y un aumento del riesgo de desarrollar complicaciones (23). La
estimacion de la fibrosis hepatica mediante la elastografia de transicion permite
una buena aproximacién no invasiva, de modo que un valor superior a 8,7 kPa
en 2 determinaciones se correlaciona de forma significativa con un grado de
fibrosis avanzada y es una indicacion para la realizacion de una biopsia
hepatica para confirmar o descartar su presencia (24). Otro abordaje no
invasivo para estimar la presencia de un grado de fibrosis avanzada es la
determinacién de marcadores seroldgicos, algunos ejemplos de ellos son el
Fibrotest (alfa-2-macroglobulina, apolipoproteina-A1, haptoglobina, bilirrubina,
GGT), APRI (AST, plaquetas), Forns (edad, GGT, colesterol, plaquetas) o
Benlloch (AST, tiempo de protrombina) o los marcadores serolégicos de
fibrogénesis como el acido hialuronico, procolageno tipo 4, YKL-40, pro-péptido
del colageno tipo Ill, metaloproteasas o sus inhibidores (25-30 ).

Se conocen varios factores que se han asociado con una mayor velocidad en la
progresion histolégica como son el género del receptor, la edad avanzada del

donante, el genotipo IL28B del donante y del receptor, el desarrollo de



sindrome metabdlico post-TH, la infeccion por citomegalovirus (CMV), la
patologia biliar, la co-infeccién por el virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH), el tipo y la intensidad de la inmunosupresién, la esteatosis hepatica y la
respuesta al tratamiento antiviral (2,6,7,31-37).

Dado el mal pronédstico de los pacientes portadores de TH por VHC sin
tratamiento, es fundamental conseguir una respuesta viral sostenida (RVS) con
el fin de mejorar su evolucion y no llegar a la insuficiencia hepatica sobre el
injerto, momento en el cual unicamente el re-trasplante seria una opcién
terapéutica, que estd muy limitada por la optimizacion de los 6rganos vy la
menor supervivencia en el re-TH (8,38).

En los ultimos anos se ha perfeccionado el conocimiento de los factores
relacionados con la evolucion y respuesta al tratamiento. La identificacion de
los pacientes con elevado riesgo de mala evolucion y el poder estimar sus
posibilidades de curacion, junto con la incorporacién de los nuevos tratamientos
antivirales hace que la deteccion precoz de estos pacientes adquiera una

mayor relevancia en el manejo de la hepatitis post-TH.

3. Tratamiento de la infeccion por VHC

El objetivo del tratamiento antiviral es prevenir el desarrollo de una lesién
histolégica grave que progrese a cirrosis hepatica. La respuesta al tratamiento
o respuesta viral sostenida (RVS), ha sido considerada como una variable viral
en lugar de clinica y clasicamente se ha definido como la ausencia de ARN-
VHC en suero, mediante una PCR sensible, a las 24 semanas tras la
finalizacion del tratamiento o como recientemente se ha postulado, a las 12

semanas (39).

10



Cinética viral. Definiciones

Se resumen las variables virales en la Tabla 1 (40).

Tabla 1. Respuesta viral durante el tratamiento antiviral y definiciones

Respuesta viral

Definicion

Utilidad clinica

Respuesta viral rapida (RVR)

ARN-VHC negativo en |la
semana 4 mediante PCR con

limite de deteccion <50 Ul/mL

Permite  acortar tratamiento en
pacientes con G2&3 y G1 con carga

viral baja

Respuesta viral precoz (RVP)

Descenso = 2 log10 ARN-VHC
(parcial) o ARN-VHC negativo

(completa) a la semana 12

Predice la falta de RVS

Respuesta al final del tratamiento (RFT)

ARN-VHC negativo a las 24 6

48 semanas del tratamiento

Respuesta viral sostenida (RVS)

ARN-VHC negativo a las 24

semanas tras finalizar el

tratamiento

Mejor predictor de respuesta a largo

plazo

Breakthrough Reaparicion del ARN-VHC en
suero durante el tratamiento
Recidiva Reaparicion del ARN-VHC en

suero tras la discontinuacion del

tratamiento

No respondedores

Imposibilidad para lograr la
negatividad del ARN-VHC tras

24 semanas de tratamiento

Respondedores nulos

Imposibilidad para disminuir el
ARN-VHC <2 log10 tras 24

semanas de tratamiento

Respondedor parcial

Descenso de 2 log10 ARN-VHC,

pero positivo en la semana 24

11




Utilidad de la RVR en pacientes con infeccion por VHC genotipo 1 en
paciente no trasplantados hepaticos

Varios estudios (41, 42) han puesto de manifiesto tasas de RVS de 89% en
pacientes que conseguian la RVR y de 19% en los que no, alcanzando tasas
de curacién similares con ciclos de 24 y 48 semanas de tratamiento. Los
factores que se asocian con lograr la RVR son una carga viral baja y la
infeccion por genotipo subtipo 1b. Estos resultados sugieren que pacientes
genotipo 1 que logran obtener una RVR pueden ser tratados con éxito durante
24 semanas.

Utilidad de la RVR en pacientes con infeccion por VHC genotipo 2 y 3 en
pacientes no trasplantados hepaticos

Varios estudios han intentado evaluar la utilidad de la RVR en pacientes con
genotipo 2 y 3, para reducir la duracion del tratamiento de 24 a 16-12 semanas.
Las tasas de RVS de 62-94% eran comparables a las alcanzadas con
tratamientos de 24 semanas (70-95%). En base a estos datos algunos autores
han sugerido que los pacientes que alcanzaban una RVR podian completar
ciclos de tratamiento de 12-16 semanas. Sin embargo un reciente estudio
multicéntrico, incluyendo 1.469 pacientes ha puesto en duda este concepto,
demostrando que el tratamiento de 24 semanas es superior al de 16 (tasa de
RVS 76% versus 65%, respectivamente, p<0,001), incluso en aquellos que
alcanzaban una RVR (43).

Utilidad de la RVP en pacientes no trasplantados hepaticos

La ausencia de RVP es el marcador mas robusto para identificar a los
pacientes no respondedores. El 97% de los pacientes naive genotipo 1 que no

alcanzan una RVP no logran una RVS. No es sin embargo un marcador tan
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potente para identificar a los pacientes que van a curarse, ya que solo el 65-
72% de los pacientes que la alcanzan llegaran finalmente a una RVS. Una RVP
completa es mucho mejor predictor de SVR que cuando es parcial (83 vs 21%)
(44). Su utilidad es mucho menor en pacientes con genotipo 2 y 3 ya que la
mayoria que son negativos en la semana 12 se curan.

En resumen la RVR es un potente predictor de la RVS (VPP>96%) y no
alcanzar la RVP es un predictor de no lograr la RVS (VPN>75%),

independientemente de haber recibido o no tratamientos previos (45).

Utilidad de la RVR y RVP en pacientes trasplantados hepaticos

Muchos datos extraidos de la poblacion de inmunocompetentes han sido
aplicados al colectivo de pacientes TH, pero pocos estudios han sido dirigidos
de manera especifica a la valoracion de estos parametros de cinética viral y
aunque los resultados son uniformes respecto a la RVP, no lo son para la RVR

(46- 49).

Tratamiento antiviral
El tratamiento antiviral estandar consiste en la combinacion de Peg-IFN-a y
RBV en dosis dependientes del peso (50). Con este tratamiento los pacientes
inmunocompetentes con genotipo viral 1 y 4 alcanzan aproximadamente una
RVS de un 50% con 48 semanas de tratamiento, mientras que en los pacientes
con genotipo viral 2 y 3 la tasa de RVS se situa alrededor del 80% con
esquemas de tratamiento de 24 semanas (40). En los pacientes trasplantados
hepaticos la tasa de RVS es significativamente inferior oscilando entre el 8-50%

segun los datos extraidos de una revision de 19 estudios con 611 pacientes.
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Mientras que los pacientes con infeccién por VHC genotipo 1 la tasa de RVS
media es de 28,7%, en los pacientes con infeccion por VHC genotipos 2-3
oscila entre 66-100% (51).

Los AA-D como los inhibidores de la proteasa, u otros inhibidores de las
proteinas no estructurales representan un gran avance en el tratamiento de la
infeccion por VHC. Los dos inhibidores de la proteasa (IP), boceprevir y
telaprevir, representan la primera generacion de AA-D en pacientes con
genotipo 1 y se caracterizan por ser unos potentes inhibidores del citocromo
P450 3A4. En pacientes inmunocompetentes no tratados previamente la tasa
de respuesta es de 67-75%; en pacientes previamente tratados y con recidiva
previa 69-88%; para respondedores parciales previos 40-59%; y para no

respondedores previos 29-33% (52- 54).

Estrategias terapéuticas en los pacientes trasplantados hepaticos

Una estrategia para evitar la recurrencia de la infeccion por VHC post-TH es la
administracion del tratamiento antiviral antes del TH con la intencién de llegar al
momento del TH con ARN-VHC indetectable. Se han evaluado 2 abordajes;
administrar esquemas completos de tratamiento con Peg-IFN-a y RBV vy
esquemas cortos de tratamiento (3-4 meses), ya que la realizacion del TH con
ARN-VHC indetectable puede prevenir la reinfeccién aunque el tratamiento
haya sido incompleto. Ambas estrategias alcanzan resultados similares
consiguiendo la erradicacion de la infeccion post-TH en un 20% de los
pacientes. La mayor limitacion del tratamiento en esta fase es la baja
aplicabilidad y el elevado indice de efectos adversos en pacientes con cirrosis

avanzada, entre los que destaca la mayor incidencia de infecciones
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bacterianas, especialmente de peritonitis bacteriana espontanea (55,56). Por
tanto la indicacion de esta estrategia queda limitada a pacientes con funcién
hepatica preservada; Child A con hepatocarcinoma, especialmente en aquellos
pacientes infectados con genotipo 2/3 o a aquellos pacientes infectados con
genotipo 1 con perfil viroldégico favorable (baja carga viral y/o con genotipo de la
ILB28 CC (9,57).

El aumento de la tasa de RVS conseguido con la introduccién de los nuevos IP
en pacientes con genotipo 1, esto puede ser especialmente util en este
contexto, ya que estan descritas tasas de negativizacién del ARN-VHC de
hasta 93% con 8 semanas de tratamiento en pacientes previamente tratados
(58). En este contexto hay que destacar los resultados conocidos gracias al
programa francés de acceso precoz (CUPIC) que ha permitido la
administraciéon de estos farmacos como uso compasivo en pacientes cirréticos.
El gran inconveniente en el uso de estos nuevos tratamientos en pacientes con
cirrosis es que presentan una tasa de eventos adversos graves de entre 29-
51% mucho mas que las cifras que conociamos hasta ahora de 9-14% de
eventos adversos en los ensayos fase lll, asi como una tasa de discontinuacién
de tratamiento debido a eventos adversos que fue del 6 al 12%.

Otra limitacién a tener en cuenta es la posibilidad de seleccidén de resistencias
virales, sobre todo en estos pacientes que pueden requerir interrupcion del
tratamiento, lo que podria limitar el uso de los AA-D en el post-TH (59). Estos
resultados hacen que la indicacion de tratamiento antiviral incluyendo IP en
pacientes cirroticos tenga que realizarse de forma muy seleccionada y con un

estrecho seguimiento clinico y analitico.
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Tras el TH las estrategias terapéuticas dependen del momento del inicio del
tratamiento. Se han realizado abordajes profilacticos, siguiendo la estrategia
utilizada en la prevencién de la reinfeccion del injerto por el virus de la hepatitis
B, con la administracion de inmunoglobulinas anti-VHC especificas a diferentes
dosis y en comparacion con placebo, para evitar la reinfeccién del injerto,
comenzando las infusiones en la fase anhepatica y hasta los 98 dias post-TH
(60), pero esta estrategia no ha demostrado ser eficaz en la prevencion de la
reinfeccion del injerto y actualmente no juega ningun papel en el manejo de la
recurrencia del VHC tras el TH.

Otro abordaje precoz, denominado preemtive therapy o tratamiento anticipado,
es aquel que se realiza en las primeras semanas post-TH (habitualmente entre
las 2-8 semanas) y antes de que se desarrolle la lesion histologica. Las
ventajas tedricas serian una carga viral mas baja en esas primeras fases de la
re-infeccion y la supuesta mejor respuesta al tratamiento antiviral en ausencia
de fibrosis. La viremia es minima en la fase anhepatica e inmediatamente
después de la cirugia, pero aumenta rapidamente, siendo en las 2-3 semanas
tras el TH incluso superior a la carga viral pre-TH. Por otra parte, la reinfeccion
histolégica se puede objetivar habitualmente entre el primer y sexto mes post-
TH. Por tanto, la mayoria de autores creen que la ventana terapéutica para
empezar este tratamiento anticipado es practicamente inexistente (61-66).

Las principales limitaciones para el inicio del tratamiento en las primeras
semanas post-TH son las dificultades inherentes a la situacion clinica de los
pacientes (todavia en recuperacion post-cirugia), sometidos a dosis mas
elevadas de inmunosupresion, frecuentes citopenias, y con un elevado riesgo

de desarrollar rechazo agudo. Todo ello hace la tolerancia al tratamiento con
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Peg-IFN-a y RBV (frecuentemente empeorada por la mayor incidencia de
insuficiencia renal) sean mucho menores, obligando a reducciones de las dosis
hasta en un 70% de los pacientes, y hasta un 30% de los pacientes abandonan
el tratamiento, lo que condiciona unos peores resultados con unas tasas de
RVS que oscilan entre el 8-39% (5-33% para pacientes con infeccion por
genotipo 1, y 14-100% para pacientes con genotipo 2-3) (61-66). Todo ello
hace que esta estrategia sea poco aplicable y en el momento actual no puede
ser recomendada (56).

Otra opcion es abordar el tratamiento una vez se detecta la lesidn hepatica.
Iniciar el tratamiento antiviral en la fase aguda de la recurrencia de la infeccion
por VHC es una estrategia poco estudiada. En un estudio previo de nuestro
grupo, con 24 pacientes (67) con evidencia bioquimica e histolégica de
hepatitis aguda se realiz6 tratamiento antiviral, comparando con una cohorte de
24 pacientes no tratados, se demostré que el tratamiento es esta fase era
eficaz (obtuvo una RVS de 35%) y seguro, con buena tolerancia, sin mayores
efectos secundarios de los esperados y sin un mayor riesgo de desarrollar
rechazo agudo. En un estudio similar, Zimmermann et al (68) con 26 pacientes
tratados en la fase aguda de la recurrencia obtiene una RVS de 19%, frente al
0% de la cohorte histérica con la que los compara. Uno de los inconvenientes
de esta estrategia es el riesgo de tratar de forma precoz pacientes con poco
riesgo de desarrollar fibrosis avanzada en los que la evolucion demostraria que
no eran subsidiarios de haberlo recibido. Es por tanto una estrategia a

considerar, aunque se necesitan mas estudios para poder recomendar su uso

(9).
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La mayoria de grupos, optan por iniciar el tratamiento una vez que la fibrosis
esta establecida, normalmente a partir del ano del trasplante (51). Las variables
asociadas con las mejores tasas de RVS son infeccién por genotipo 2-3,
escasa fibrosis (F<2), donante joven (menor de 60 6 65 afos, segun la mayoria
de estudios), carga viral basal baja (51), la IS con ciclosporina en algunos
estudios (69-71) y el genotipo CC del receptor de forma constante y en algunos
estudios también del donante (6,7,71-73). Entre los factores mas importantes,
relacionados con alcanzar la RVS se encuentra la adherencia al tratamiento y
alcanzar la RVR y la RVP (51,74).

Un estudio reciente (74) analiza la eficacia del re-tratamiento mediante un
esquema terapéutico agresivo en los pacientes que no alcanzaron la RVS en
un primer ciclo. En estos pacientes un segundo tratamiento consigue hasta un
35% de RVS, un 25,7% entre los no respondedores previos y un 44% en los
pacientes que habian recidivado. Las diferencias fundamentales entre el primer
y el segundo tratamiento fueron una mayor proporcion de pacientes con cirrosis
y mayor edad en el segundo ciclo terapéutico. Sin embargo, los pacientes
tratados por segunda vez recibian menos corticoides, mas dosis de RBV, mas
pacientes recibian transfusiones, eritropoyetina y factores estimulantes de
colonias granulociticas, y la duracién del tratamiento era significativamente
mayor. Con todo esto los factores asociados en el analisis univariado con la
RVS fueron la edad del receptor en el momento del tratamiento, la fibrosis pre-
tratamiento, alcanzar la RVR, alcanzar la RVP, la duracion del tratamiento, las
dosis de Peg-IFN-a y RBV y el numero de modificaciones de estas dosis.
Segun estos resultados, una falta de respuesta en un primer tratamiento

antiviral no es un factor que deba impedir la realizacion de un segundo
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tratamiento, aunque el papel de los nuevos antivirales cambiara proximamente
estos esquemas terapéuticos.

Globalmente, la eliminacién del VHC, se asocia con un beneficio a largo plazo
(8). Varios estudios retrospectivos ponen de manifiesto una mayor
superviviencia y menor riesgo de descompensacion entre los pacientes que
reciben tratamiento antiviral, incluso entre los que no alcanzan una RVS (8,75-
77) Un estudio aleatorizado (78) demostré que el tratamiento antiviral se asocia
a la estabilizacion o mejoria histolégica y hemodinamica, incluso en los
pacientes que no alcanzan la RVS, pero si una respuesta bioquimica, definida
como la normalizacion de las transaminasas durante el tratamiento antiviral,
con un aumento de la supervivencia.

En este sentido y en base al efecto beneficioso del tratamiento antiviral incluso
en ausencia de RVS se ha sugerido que en casos de ausencia de respuesta
viral, pero con respuesta bioquimica el tratamiento antiviral de mantenimiento
puede tener un papel en el enlentecimiento de la progresion histolégica (79).
Sin embargo la falta de una mayor evidencia hace que por el momento solo
pueda ser recomendado dentro del seno de ensayos clinicos, pacientes con
fibrosis basal avanzada (F3-F4), pacientes que los que se pueda demostrar un
beneficio hemodinamico, histolégico o mediante elastografia y en pacientes
que hayan conseguido normalizar las transaminasas. Respecto al tipo de
tratamiento de mantenimiento, los datos son insuficientes para recomendar
tratamiento con Peg-IFN-a a dosis bajas o0 en combinacién con dosis bajas de
RBV (9).

Respecto a los AA-D, en los pacientes portadores de TH, al tratarse de

potentes inhibidores del citocromo P450 3A4 se genera una interferencia con el
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metabolismo de tacrolimus y ciclosporina, incrementandose los niveles en
sangre de dichos inmunosupresores en 70 y 4,5 veces respectivamente en el
caso de telaprevir (80). Con boceprevir el aumento de niveles en sangre es de
17 y 2,7 veces para tacrolimus y ciclosporina respectivamente (81). El estrecho
margen terapéutico de los farmacos inmunosupresores exige que el manejo de
estas combinaciones sea muy cuidadoso. En cuanto a la efectividad de dichos
nuevo farmacos, estudios recientes han comunicado resultados preliminares
con unas tasas de negativizacion de ARN-VHC a la semana 12 del 76%. En el
momento actual los estudios estan todavia en marcha y no se conocen los
resultados de seguridad y eficacia definitivos, y hay que ser cautos con la

interpretacién de estos datos (14, 82, 83).

Efectos secundarios

Representan la primera causa de la reduccion de dosis y de interrupcion del
tratamiento. Los efectos secundarios mas frecuentes del tratamiento con Peg-
IFN-a y RBV incluyen alteraciones hematoldgicas, especialmente anemia (60-
80%), mas frecuente que en los pacientes no trasplantados por la insuficiencia
renal que frecuentemente presentan, tolerando dosis mas bajas de RBV,
alteraciones neuropsiquiatricas (10-15%), alteraciones tiroideas, mala
tolerancia clinica e infecciones (15-25%).

Para evitar las reducciones de dosis y poder completar el tratamiento, la
mayoria de grupos aboga por el uso adyuvante de eritropoyetina (EPO) y
factores estimulantes de colonias granulociticas (G-CSGF). Estos farmacos
aumentan la tolerancia, pero no hay datos de que aumenten la eficacia del

tratamiento antiviral (84).
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Otra posible complicacion es el desarrollo de rechazo o hepatitis autoinmune,
incluso una vez finalizado el tratamiento. Las recomendaciones son no reducir
la inmunosupresion excesivamente durante el tratamiento antiviral ni en el mes
siguiente a la finalizacion de éste (9).

Respecto a los AA-D, estos farmacos tienen su propio perfil de efectos
secundarios, que incluye la toxicidad dermatoldgica (telaprevir), y la anemia. En
las series de las que conocemos los datos preliminares hasta ahora, el uso de
eritropoyetina es constante (92%), la reduccion de RBV se produce en hasta el
100% de los pacientes y la necesidad de transfusiones sanguineas llega hasta
un 86%. Respecto a efectos secundarios que comprometan la vida uno de los
grupos ha reportado 5 infecciones graves con 2 fallecimientos durante el

tratamiento triple (62,80-83).

4. Relevancia del polimorfismo del gen de la 1L28B

En los pacientes inmunocompetentes el polimorfismo rs712979860 del gen de la
IL28B (interferén lambda-3), situado en el cromosoma 19, esta relacionado con
la probabilidad de eliminar la infeccion por VHC, tanto de forma espontanea
como tras tratamiento antiviral (85-87). El genotipo CC es el doble de frecuente
en los pacientes que aclaran de forma espontanea la infeccién por VHC, que
en los pacientes que la cronifican. A su vez, en pacientes con tratamiento
convencional y genotipo 1, el haplotipo CC del polimorfismo rs12979860 se
asocia a tasas de RVS superiores a los de los haplotipos CT y TT,
independientemente de la raza (69%, 33%, y 27% en caucasicos y 48%, 15% y
13% en afroamericanos; CC, CT y TT respectivamente) (88). La importancia de

dicho polimorfismo viene dado por el hecho de que el valor predictivo del
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genotipo de la IL28B para anticipar la RVS es superior al de los valores de
ARN-VHC pre-tratamiento, estadio de fibrosis, edad y género y es mayor para
el genotipo 1 que para los genotipos 2 y 3 (89).

En los pacientes trasplantados tanto el polimorfismo del donante como el del
receptor han demostrado tener relacion con la evolucion natural de la fibrosis y
con la respuesta al tratamiento antiviral. Los estudios son uniformes a la hora
de demostrar una asociacion entre el polimorfismo de la IL28 CC del receptor,
recurrencias mas leves y una tasa mas elevada de RVS (6,7,60,61,87,90,91).
Sin embargo no todos los trabajos obtienen los mismos resultados al estudiar la
influencia del polimorfismo del donante, aunque si coinciden en demostrar unas
tasas de RVS cercanas al 80% cuando el genotipo de la IL28B de donante y
receptor es CC. Se ha descrito también que en ausencia de erradicacion viral el
genotipo CC del donante se asocia con una peor evolucion, por lo es
especialmente importante en los pacientes que reciben un 6rgano de un
donante con genotipo CC recibir tratamiento antiviral lo mas precozmente

posible (72,90).

5. Avances, manejo de las variables de donante y receptor y modelos

prondsticos

El conocimiento y el manejo de la infeccion por el VHC en pacientes
trasplantados y no trasplantados ha cambiado de manera progresiva en los
ultimos afos, demostrando ser un proceso dindmico que avanza a gran

velocidad, con la consiguiente optimizacion del proceso médico.
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La incorporacidon a la practica clinica y al proceso terapéutico de los
conocimientos de cinética viral marcé un cambio en el manejo del tratamiento
de la infeccion por VHC.

Mas recientemente, nuevos avances como el descubrimiento del polimorfismo
del gen de la IL28B rs12979860 tanto en el donante como en el receptor ha
aportado un nuevo instrumento, respondiendo a antiguas preguntas sobre las
diferentes tasas de respuesta en los distintos grupos de poblacion, y su
incorporacion a la practica clinica ha ayudado a optimizar el manejo del
tratamiento de la infeccion por VHC.

La traduccion o transferencia de la investigacion a la practica clinica continua
siendo un handicap, con una limitada incorporacién de los avances. Las reglas
clinicas de clasificacion se utilizan para integrar informacion clinica y de
laboratorio, y obtener asi una estimacion cuantitativa de un riesgo, un
diagndstico o un resultado clinico, proporcionando asi un puente que permite
unir los hallazgos de investigaciones originales con la practica clinica. Se
emplean para desarrollar arboles de decision o modelos que optimicen la
capacidad de una serie de parametros para clasificar correctamente a los
pacientes en 2 o mas grupos (p.ej: enfermo/no enfermo, bajo/medio/alto riesgo)
(92- 94).

Las caracteristicas que tiene que reunir modelo prondstico son: validez,
relevancia, aplicabilidad en el contexto clinico, ser de facil uso y aceptabilidad
(92,93).

Aunque se han llevado a cabo varios intentos para identificar predictores de
recurrencia grave de VHC, o de respuesta a tratamiento antiviral ninguno ha

proporcionado una solucidén satisfactoria (32).
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Los motivos por los cuales no se ha logrado la elaboracion de un modelo
predictivo de respuesta al tratamiento antiviral de los pacientes trasplantados
hepaticos por VHC son multiples. Entre ellos podriamos destacar que hasta
ahora los intentos han ido dirigidos a identificar de manera aislada o en
combinacién de 2 las variables de mayor relevancia y no se ha realizado un
intento de generar este tipo de modelos, por otra parte usados en otras
disciplinas (95) y la dificultad para vencer el recelo de la comunidad médica al
uso de estos modelos a menos que crean firmemente en ellos. Otra limitacion a
la hora de generar estos modelos es la variabilidad de los resultados obtenidos
entre sujetos y entre grupos (32).

Sobre la base de los conocimientos actuales de las variables del donante y
receptor, el siguiente paso ha de ser la busqueda de modelos que de forma
precisa mejoren la capacidad predictiva de las variables aisladas y permitan la
creacion de modelos que optimicen la toma de decisiones. Sin embargo se
requiere la validacion de estos modelos de forma exhaustiva antes de su

implementacion en la practica clinica diaria.
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Il. Justificacion de la unidad tematica de la tesis

La optimizacion del tratamiento de la recurrencia de la infecciéon por VHC en los
pacientes trasplantados hepaticos es de gran interés, ya que esto permite
mejorar la indicacién del tratamiento antiviral, limitar efectos secundarios y
disminuir costes, mejorando las tasas de RVS y de supervivencia de este grupo
de pacientes.

Hasta el momento actual muchos son los factores que se han estudiado en
relacion con la indicacion del tratamiento antiviral y su asociacion, con las tasas
de respuesta. Los tres estudios que conforman esta tesis abordan
especificamente el manejo del tratamiento de la recurrencia de la infeccion por
VHC en los pacientes trasplantados hepaticos. El estudio 1 evalua el momento
de la indicacién del tratamiento antiviral, el estudio 2 aborda la elaboracién de
un modelo prondéstico, con el fin especifico de identificar de manera temprana,
con una combinacion de factores basales y dindmicos precoces, que pacientes
no van a responder al tratamiento antiviral estandar, evitar toxicidad o deben
ser re-dirigidos a nuevas estrategias terapéuticas que incluyan farmacos mas
eficaces.

Finalmente, el estudio 3 se centra en un parametro viral muy concreto y de la
maxima importancia como es el establecimiento de la definicion temporal de la
curacion de la infeccidon de la infeccion por VHC, especialmente en los
pacientes trasplantados, en los que las alteraciones de la bioquimica hepatica
pueden estar en relacidon a otros procesos y el poder establecer de forma

precoz y definitiva la curacion de la infeccién adquieren gran trascendencia.

25



lll. Estudio 1

Resultados del tratamiento antiviral precoz versus tardio en la recurrencia

de la infeccion por VHC en pacientes receptores de trasplante hepatico

1. Resumen de las hipotesis, objetivos, procedimientos y resultados

globales del estudio

Introduccién

Tras el TH la reinfeccién del injerto es universal (1,2) y la progresion a la
cirrosis hepatica ocurre en un 10 a 30% de los pacientes a los 5 afios del TH
(13,32). Los resultados del trasplante hepatico por VHC no han mejorado en los
ultimos afios (96). EIl momento éptimo para iniciar el tratamiento antiviral no
estd totalmente definido. Generalmente la indicacion para empezar el
tratamiento se establece en base al estadio de fibrosis hepatica al afio del TH
(97). Sobre la base de los resultados favorables del tratamiento de la infeccion
aguda por VHC (39,98) se realizé un primer estudio (67) en el que se evalud la
seguridad y eficacia de tratar a los pacientes trasplantados por VHC en el
momento de la recurrencia aguda de la infeccion, comparandolos con una
cohorte de pacientes no tratados. Pocos estudios han evaluado la utilidad del
tratamiento antiviral durante la fase aguda de la recurrencia de la infeccién por

VHC (67,68), obteniendo tasas de RVS de 19 y 35%.
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Hipotesis

En los pacientes trasplantados hepaticos por VHC, el tratamiento de la
recurrencia de la infeccién por VHC en fase aguda es seguro y eficaz. La
comparacién con la estrategia terapéutica estandar basada en la fibrosis al afio

puede ayudar a determinar el momento éptimo para el tratamiento.

Objetivos

1. Analizar la respuesta viral sostenida en los pacientes receptores de TH
por VHC que reciben tratamiento antiviral en la fase aguda de la
recurrencia de la infeccién y compararla con los pacientes tratados en
fase de hepatitis cronica activa.

2. Analizar la seguridad y tolerancia del tratamiento antiviral en los
pacientes receptores de TH por VHC que reciben tratamiento antiviral en
la fase aguda de la recurrencia de la infeccién por VHC y compararla
con los pacientes tratados en fase de hepatitis cronica activa.

3. Analizar la supervivencia a largo plazo de los pacientes receptores de
TH por VHC que reciben tratamiento antiviral en la fase aguda de la
recurrencia de la infeccién y compararla con los pacientes tratados en

fase de hepatitis cronica activa.

Pacientes y métodos
-Se disefid un estudio retrospectivo, observacional, de pacientes seguidos de
forma prospectiva tratados con Peg-IFN-a y RBV tras la recurrencia de la

infeccion por VHC después del TH.
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-Se utilizé una cohorte de pacientes trasplantados hepaticos por VHC entre

2001 y 2010 en el Hospital Universitari Vall d’Hebron.

-De forma retrospectiva se clasificé a los pacientes segun la histologia hepatica
en el momento de recibir tratamiento antiviral:

Grupo de tratamiento precoz (TP): pacientes con hepatitis lobulillar
aguda sin fibrosis.

Grupo de tratamiento diferido (TD): Pacientes con hepatitis cronica

activa establecida.

Resultados

1. En el estudio se incluyeron 105 pacientes. Sesenta pacientes fueron
tratados dentro del grupo de TP y 45 en el grupo de TD. La mediana de
tiempo entre el TH y el inicio del tratamiento antiviral fue de 3 meses
(rango 1-9) y de 18 meses (rango 11-74) en los grupos TP y TD
respectivamente (p<0,001).

2. La RVS fue similar en ambos grupos con un 23% para el grupo de TPy
un 36% para el grupo de TD (p=0,2).

3. La incidencia de efectos secundarios fue similar, excepto por una mayor
incidencia de sintomas depresivos en los pacientes tratados en la fase
cronica (18% TD vs 5% TP, p=0,05).

4. En el analisis multivariado las variables asociadas con la RVS fueron
alcanzar la RVR (OR 13,61, IC 95% 1,72-107,50, p=0,01) y completar el
tratamiento (OR 14,80, IC 95% 2,11-103,85, p=0,007) analizando

globalmente toda la cohorte.
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5. Tras una mediana de seguimiento de 6,9 afos (rango 0,4-11) en el
grupo de TP y de 5,6 afos (rango 1,1-13,5) en el grupo de TD (p=0,7), el
analisis de supervivencia no mostro diferencias entre ambos grupos
(Log-rank=0,06). Las causas de mortalidad fueron similares (p=0,8).
Figura 1.

6. El analisis multivariado de Cox identifico las siguientes variables
relacionadas con la mortalidad; bilirrubina pre-tratamiento >2 mg/dL (HR
6,140, IC 95% 2,751-13,701, p<0,001), recibir un érgano de un donante
> 60 afios (HR 3,061, 95% IC 1,388-6,750, p=0,006) y no alcanzar la
RVS (HR 10,31, IC 95% 1,28-8,33, p=0,028). En el grupo de TP las
variables relacionadas fueron tener una bilirrubina pre-tratamiento >2
mg/dL (HR 4,936, 95% IC 1,920-12,687, p=0,001) y recibir un 6rgano de
un donante > 60 afios (HR 3,207, 95% IC 1,287-7,990, p=0,012). en el
grupo de TD la unica variable relacionada fue tener una bilirrubina pre-
tratamiento >2 mg/dL (HR 8,709, 95% IC 1,897-39,977, p=0,005). Figura

2.
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Figura 1. Gréafico donde se representa Kaplan-Meier que muestra la

supervivencia segun el grupo de tratamiento.
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Figura 2. Grafico donde se representan las curvas de supervivencia de las

variables significativas mediante el analisis multivariado de Cox.
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Abstract

The optimal timing to treat recurrent hepatitis C virus (HCV) after liver
transplantation (LT) remains uncertain. We compared the outcome of early
(acute phase) and deferred (chronic phase) antiviral treatment for recurrent
HCV infection in this population. Consecutive LT patients receiving antiviral
therapy between 2001 and 2010 were retrospectively classified according to
histology at treatment start into the early or deferred treatment group. Measured
endpoints included sustained viral response (SVR) rates and long-term survival.
The study cohort comprised 105 patients: 60 (57%) received early treatment
(ET) and 45 (43%) deferred treatment (DT). The median interval from LT to
antiviral start was 3 (1-9) and 18 months (11-74) in ET and DT, respectively.

In recipients, IL28B rs12979860 genotype was CC in 33% and non-CC in 67%
and in donors, 47% and 53%, respectively. Patients in the ET group had a
higher viral load, AST, and bilirubin levels, and lower hemoglobin levels.

The SVR rate was similar in the two treatment groups (23% ET and 36% DT;
p=0.2). After a median follow-up of 5.8 years, all-cause and liver-related
mortality were similar in the two groups. Variables independently associated
with mortality included pre-treatment bilirubin >2 mg/dL (HR 6.140, 95% CI:
2.751-13.701; p<0.001), donor age >60 (HR 3.061, 95% CI: 1.388-6.750;
p=0.006), and failure to achieve SVR (HR 10.31, 95% CI: 1.28-8.33; p=0.028).
In conclusion, early treatment of recurrent HCV is safe, but does not lead to
higher SVR rates. In HCV-infected LT recipients, elevated bilirubin, older donor
age, and failure to achieve SVR are independently associated with increased

mortality.

John Wiley & Sons, Inc.

Page 4 of 32



Page 5 of 32

©CoO~NOUITA,WNPE

Liver Transplantation

Introduction

Cirrhosis secondary to hepatitis C virus (HCV) infection has become the most
common indication for liver transplantation (LT). However, graft reinfection is
almost universal (1,2), progression to cirrhosis occurs in 10% to 30% of patients
5 to 7 years following the procedure, and there is a high risk of clinical
decompensation with poor survival (3-7). Management of recurrent HCV
infection after LT has significantly improved during the past decade. Combined
treatment with pegylated interferon (Peg-IFN) and ribavirin leads to sustained
viral response (SVR) in 30% to 50% of patients (8-13). The optimal time to
begin antiviral therapy (AVT) after LT is uncertain. The indication for treatment
is usually established based on the fibrosis stage at one year (14). Few studies
have evaluated the utility of treatment during the acute phase of recurrent HCV.
Although this strategy has proven safe (15), reported SVR rates vary
considerably from 19% to 35% (15,16).

This retrospective study was conducted to compare the efficacy, safety, and
long-term outcome associated with AVT given during the acute phase of
recurrent HCV infection (early treatment) with that of AVT administered during

established chronic hepatitis C (deferred treatment).

Patients and Methods
The STROBE recommendations for reporting observational studies (17) were
applied when preparing the manuscript. The study was approved by the ethics

committee of our institution and all patients gave written informed consent.
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Cohort recruitment and data collection

We reviewed the medical records of all consecutive adult HCV-infected patients
who had undergone LT at Hospital Universitari Vall d’Hebrén, a third-level
teaching hospital in Barcelona (Spain), between October 2001 and September
2010. The patient data was retrieved from a regularly updated database
designed to assess the long-term outcome of LT. For each patient, the
demographic, clinical, and analytical data at baseline, and the follow-up data
during and after treatment were recorded by the attending physicians at each
outpatient visit. These prospectively collected data were retrospectively
analyzed.

Study design. This is a retrospective, observational study of prospectively
monitored patients receiving AVT for recurrent HCV following LT. The primary
endpoint of the analysis was SVR. Secondary endpoints included safety and
tolerability of AVT and long-term survival.

Antiviral treatment criteria. The diagnosis of HCV recurrence was
established on histological features and detectable HCV-RNA. Between April
2001 and October 2002, all LT patients with acute, recurrent HCV were given
prompt treatment, regardless of their clinical or histological status, as
participants in a prospective study (15). Subsequently, the indication for
treatment was based on clinical and histological criteria. Patients with clinically
mild recurrence and an Ishak fibrosis score =2 (18) in biopsies performed per
protocol at 12 months after LT were treated. Patients who had more severe
clinical recurrence in the opinion of the attending physician during the first year

post-LT underwent liver biopsy and received treatment if there was histological
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evidence of HCV recurrence and no evidence of graft rejection, biliary
obstruction, or ischemic injury.

Treatment groups. For the purposes of this study, patients who had
received AVT were retrospectively classified according to liver histology at the
time of treatment initiation into two groups: the early treatment group (ET)
included patients with evidence of acute lobular hepatitis without fibrosis, and
the deferred treatment group (DT) included patients with established chronic
active hepatitis.

Patients with HIV coinfection, non-1 HCV genotype, or fibrosing cholestatic
hepatitis, and those in whom viral load data at baseline or weeks 4 or 12 were
missing, were excluded from the study.

Liver histology. Biopsies were obtained percutaneously. Liver specimens were
fixed in formalin and embedded in paraffin. Two-micron sections were stained
with hematoxylin-eosin and Masson’s trichrome for histological assessment. A
single experienced pathologist (H.A.), blinded to the clinical data, examined the
samples. Fibrosis stage was assessed according to Ishak’s scoring system
(18).

Immunosuppression. In 2004, the immunosuppression protocol for HCV-
infected LT recipients at our center was changed from tacrolimus (Fk) (Prograf,
Astellas Pharma GmbH, Munich, Germany) plus steroids to Fk plus
mycophenolate mofetil (MMF) (CellCept, Roche Pharmaceuticals Inc, NJ, USA)
with or without low-dose steroid therapy when required, as reported (19). Fk
was started at standard doses and adjusted to achieve a 10-15 ng/mL blood
trough level during the first weeks. MMF was started at 1-2 g/day, depending on

white blood cell count. Methylprednisolone (when indicated) was administered
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daily, starting at 20-mg doses and slowly tapering over the ensuing 6 months.
Patients with pre-transplant serum creatinine >1.5 mg/dL were initially given
basiliximab (Simulect, Novartis Pharma AG, Basel, Switzerland), plus MMF and
steroids, with subsequent introduction of low-dose Fk. Everolimus (Certican,
Novartis Pharma AG, Basel, Switzerland), when indicated (renal insufficiency
and/or rejection), was permitted at 4 to 6 months after surgery, either alone or in
combination with calcineurin inhibitors or MMF. Tacrolimus was switched to
cyclosporine (Sandimmun Neoral, Novartis Pharma AG, Basel, Switzerland)
when necessary due to side effects.

Antiviral treatment regimen and response definitions. Pegylated interferon
a-2b (Peg-Intron, Schering-Plough, Inc., Kenilworth, NJ) and ribavirin (Rebetol,
Schering-Plough, Inc., Kenilworth, NJ) were administered for 24 weeks. If HCV-
RNA tested positive at that time, treatment was stopped, and if negative, the
patient completed 48 weeks of treatment.

Pegylated interferon was initiated at 1.5 ug/kg and was reduced to 1 ug/kg
when neutrophils dropped below 1.5x10%L or platelets dropped below 50x10°%/L.
When neutrophil count was less than 1.0x10°%L, filgrastim (Neupogen 30,
Amgen SA, Barcelona) was initiated. Until 2003, ribavirin was started at 600
mg/day, and subsequently adjusted according to hemoglobin levels. If there
was no decrease in hemoglobin, the daily dose was increased to 800 mg/day.
Since 2003, the initial ribavirin dose has been weight-adjusted to 800-1200
mg/day. The initial dose was reduced if hemoglobin dropped below 9 g/dL, and
weekly darbepoetin-a (Aranesp, Amgen SA, Barcelona) was started if

hemoglobin failed to increase within 2 weeks.
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Rapid virological response (RVR) was defined as undetectable HCV-RNA at
week 4, and early virological response (EVR), as a 22 log4 viral load decrease
at 12 weeks. End-of-treatment response (ETR) was defined as undetectable
serum HCV-RNA at the end of therapy. Sustained virological response (SVR)
was defined as undetectable serum HCV-RNA 24 weeks after treatment
completion (20).

Viral load testing From 2001 to 2006, HCV-RNA was detected by a qualitative
polymerase chain reaction (PCR) assay (Cobas Amplicor HCV Test v2.0;
Roche Molecular Diagnostics, Barcelona, Spain; detection limit 50 IU/mL) and,
when positive, measured by a quantitative PCR assay (Cobas Amplicor HCV
Monitor Test v2.0; Roche Molecular Diagnostics, Barcelona, Spain; detection
limit 600 IU/mL). Since 2007, a real-time PCR-based test (Cobas
Ampliprep/Cobas TaqgMan; Roche Molecular Diagnostics, Barcelona, Spain;
detection limit 15 IU/mL) has been used for HCV quantitation. HCV genotyping
was performed by line probe assay (Inno-LiPA IlI; Innogenetics, Antwerp,
Belgium).

Genotyping of IL28B polymorphisms. Genomic DNA from LT recipients and
their donors was extracted from formalin-fixed, paraffin-embedded biopsies of
liver explants (recipients) and grafts (donors) obtained at LT, using the QlAamp
DNA FFPE Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Germany). Genotyping of rs12979860
was performed using a real-time PCR with allele-specific Tag-Man probes, as
described previously (21, 22). IL28B rs12979860 was defined as CC, CT, or TT.
Statistical analysis. The patients’ descriptive statistics are reported. Data are
presented as medians and range, and categorical variables as frequency and

percentage. Normality was determined by the Shapiro-Wilk test.
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Differences between categorical variables were assessed by the chi-square test
or Fisher exact test. Continuous variables were compared using the Mann-
Whitney test. The propensity score was not used because it was assumed at
study design that there would be differences between the groups.

Multivariate logistic regression analysis was performed with variables showing a
significance level of p<0.1. Results are expressed as odds ratios (OR) with 95%
confidence intervals (Cls). Survival analysis was performed with a Kaplan-Meier
and Cox-regression model including variables showing a significance level of
p<0.1. Results are expressed as hazard ratios (HR) with 95% Cls. A two-sided
p value of <0.05 was required for statistical significance. Data were analyzed

with SPSS software (19.0, SPSS Inc., Chicago IL, USA).

Results

During the 9-year study period, 491 patients underwent LT at our institution, 222
of them had HCV infection (45%), and 151 (68%) received AVT. Of the 151
patients considered for enroliment, 44 were excluded (19 HIV co-infection, 7
fibrosing cholestatic hepatitis, 12 HCV genotype other than 1, and 8
lacking complete data), yielding a final cohort of 105 patients (Figure 1).
Baseline data by treatment group are summarized in Table 1. There were 60
patients in the ET group and 45 in the DT group. Twenty-four (40%) of the 60
ET patients received treatment within a prospective study (15). The groups
were similar at baseline except for higher ALT, bilirubin and HCV RNA, lower
hemoglobin levels, and smaller percentage of diabetic patients in the ET group.

Warm ischemia time was also longer in ET patients. The interval between LT

John Wiley & Sons, Inc.
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and start of AVT was significantly shorter in ET than in DT (3 versus 18 months,
respectively; p<0.001).

Prevalences of rs12979860 CC, CT and TT genotypes in recipient samples
were 33%, 52%, and 15% respectively, whereas in donor samples, genotype
CC was the most common (47%), followed by genotype CT (45%) and TT (8%)
(p=0.001).

When categorized according to treatment group, recipient rs12979860
genotypes were similarly distributed in the two groups (Table 1). However,
significantly more patients in the ET group received livers from donors with
rs12979860 CC genotype (61%), than patients in the DT group (29%)
(p=0.009).

Treatment outcome

There were no differences between groups in the percentage of patients who
completed treatment, or required erythropoietin, blood transfusion or
granulocyte colony-stimulating factor, or in the number of rejection episodes or
de novo autoimmune hepatitis cases. The interval between LT and treatment
start was longer in patients achieving SVR (Table 2).

A higher percentage of DT patients had depressive symptoms (18% DT versus
5% ET; p=0.05).

A similar percentage of patients in both groups achieved RVR and EVR (Table
1) and there were no differences in the SVR rate (23% ET versus 36% DT;
p=0.2)

For the overall cohort, univariate analysis identified the following pre-treatment
variables as associated with SVR: female recipient (p=0.006), IL28B genotype

CC (p=0.04), and graft donor younger than 60 years (p=0.01) (Table 2). The on-
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treatment variables associated with SVR included completing treatment
(p<0.001), and achieving an RVR (p=0.001), EVR (p<0.001), and ETR
(p<0.001). On multivariate analysis, the fact of achieving an RVR (OR 13.61, CI
95% 1.72-107.50, p=0.01) and completing treatment (OR 14.80, Cl 95% 2.11-
103.85, p=0.007) were the only variables independently associated with SVR.

In the same analyses by treatment group, completing treatment (p<0.001),
achieving an RVR (p=0.007), and achieving an EVR (p<0.001) were associated
with SVR in the ET group, whereas completing treatment (p=0.002), achieving
an RVR (p=0.04), achieving an EVR (p<0.001), and receiving a graft from a
donor older than 60 years (p=0.03), were associated with SVR in the DT group.
Survival analysis

The study cohort was followed up for a median of 5.8 years (range 0.4-13.5). In
the overall cohort, 37 patients (35%) died during follow-up: 24 (65%) due to liver
failure after a median of 2.1 years (range 0.4-9.9), 5 (13%) due to HCC
recurrence after a median of 1.6 years (range 0.7-7.6), and the remaining 8
(22%) due to liver-unrelated causes after a median of 4 years post-LT (range
0.5-6.5).

After a median follow-up of 6.9 years (range 0.4-11) in the ET group and 5.6
years (range 1.1-13.5) in the DT group (p=0.9), Kaplan-Meier analysis showed
a trend towards shorter survival in the ET group during the first years, but with
similar long-term survival in both groups (Log-rank p=0.06) (Figure 2).
Importantly, liver-related mortality was similar in both groups (p=0.8) (Table 3).
The variables associated with mortality in the overall cohort included graft donor
>60 years old (p=0.02), recipient IL28B genotype TT (p=0.03), pre-treatment

bilirubin >2 mg/dL, (p=0.001), premature treatment discontinuation (p=0.001);
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and failure to achieve EVR (p=0.001), ETR (p=0.001), and SVR (p=0.001)
(Table 4)

Multivariate analysis using a Cox regression model (see variables included in
Table 4) identified the following mortality-related variables: pre-treatment
bilirubin >2 mg/dL (HR 6.140, Cl 95% 2.751-13.701, p<0.001), graft donor older
than 60 years (HR 3.061, 95% CI 1.388-6.750, p=0.006), and failure to achieve
SVR (HR 10.31, Cl 95% 1.28-8.33, p=0.028) (Figure 3).

Analysis of mortality-associated variables according to treatment group
identified pre-treatment bilirubin >2 mg/dL (HR 4.936, 95% CI 1.920-12.687,
p=0.001) and graft donor older than 60 years (HR 3.207, 95% CI 1.287-7.990,
p=0.012) in the ET group, whereas only pre-treatment bilirubin >2 mg/dL (HR
8.709, 95% CI 1.897-39.977, p=0.005) was independently associated with

mortality in the DT group.

Discussion

In most centers, treatment of recurrent HCV is started when chronic hepatitis is
established and progressive fibrosis has been documented (23). This strategy
has the advantage of treating when the patient’s clinical status after LT is stable
and the immunosuppression requirement and risk of acute rejection are
presumably lower. In a previous study (15), however, we found that antiviral
treatment for recurrent HCV in the acute stage is safe and effective, although
the limited sample size and comparison with patients who did not receive AVT
precluded identification of patients who might obtain the most benefit from this

strategy.
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In the present study, our expanded experience with early treatment of recurrent
HCV is compared with treatment of established chronic HCV recurrence in a
large cohort of patients over a decade in time. Our results indicate that the two
treatment strategies are similar with regard to tolerability and safety, except for
a higher frequency of interferon-related depressive symptoms in patients with
established recurrent HCV. Regarding the potential risk of interferon-induced
acute rejection (24,25), our results do not support the notion that antiviral
therapy in the early phase of recurrence increases the risk of rejection.

The lower frequency of IL28B CC genotype in the LT recipients than in HCV-
negative donors is consistent with the role of the CC variant in spontaneous
HCV clearance and sensitivity to interferon; these characteristics would lead to
over-representation of non-CC variants in the chronic hepatitis C population
(26,27). Although the distribution of recipient IL28B genotypes was similar in
both treatment groups, the finding of a higher frequency of CC genotype in
grafts transplanted to ET recipients deserves further comment. This finding is
consistent with the results of a recent report by Duarte-Rojo et al in patients with
post-LT recurrent HCV (28). These authors found faster disease progression in
patients who had received a CC donor graft, suggesting that although donor
IL28B genotype CC associates with higher SVR rates after antiviral therapy, in
the absence of viral eradication, it is associated with poorer outcome and
survival. The authors concluded that these patients should be systematically
offered antiviral treatment.

In the present study, the only variables independently associated with SVR
were achieving RVR and completing treatment. We found a significantly higher

SVR rate in recipients with genotype CC (p=0.04), but there was no association
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with donor genotype (p=0.3). Nonetheless, recipient genotype was not
significantly associated with treatment response in the multivariate analysis.
Similar discrepancies between recipient and donor IL28B genotype and SVR
have been reported by others (29,30,31). Although recipient IL28B genotype
was not independently associated with treatment response in our study, the
limited number of patients and the high number of other variables influencing
treatment outcome limit the interpretation of this finding. Further studies are
needed to clarify this issue.

We identified a subgroup of LT recipients with a poor prognosis: patients with
pre-treatment bilirubin >2 mg/dL who received a graft from a donor older than
60 years, and failed to achieve SVR. Patients identified as being at higher risk
of severe recurrence might benefit from early treatment with direct-acting
antiviral (DAA) containing regimens (32-37). In this regard, our results and
those of others (28) suggest that donor IL28B genotype should be considered a
potential prognostic marker for early severe recurrence until further information
is obtained.

Our study has several limitations. First, because of its retrospective nature,
decisions on the indication for treatment were made by clinicians on a case-by-
case basis. Furthermore, except for the ET patients who had been included in
the previous study (15), most patients in this group had clinically more severe
recurrent HCV than those in the DT group. Therefore, we were unable to
assess the utility of prompt treatment in LT recipients with mild recurrence.
Nonetheless, the fact that patients were prospectively monitored at a single
center by the same physicians according to homogeneous management criteria

would likely decrease the impact of potential biases. In addition, due to the
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observational nature of the study, extrapolation of the results to the liver
transplant population at large is difficult. Ideally, an extensive multicenter study
comparing DAA-containing treatment given during acute versus established
recurrence would allow more accurate treatment guidelines to be developed.
Finally, we mention that fibrosis was not compared between groups because
this factor was absent in patients treated in the acute phase of recurrence, in
accordance with the study design.

In conclusion, early treatment of recurrent HCV in LT recipients is safe and
achieves similar rates of viral eradication as deferred treatment. Patients with
clinically severe HCV recurrence and those who received a graft from an older
donor should be considered candidates for an early, intensive therapeutic

intervention to increase HCV eradication and optimize graft and patient survival.
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12 Figure Legends

14 Figure 1. Flow chart of LT patients in our hospital between 2001-2010 and
16 selection of the study cohort.

Figure 2. Kaplan-Meier analysis showing patient survival according to the time
21 of treatment. Log-rank (p=0.07). Median follow-up time; Early Treatment: 6.9
23 years (range 0.4-11), Deferred Treatment: 5.6 years (range 1.1-13.5), (p=0.7).
25 Figure 3. Survival curves of significant variables according to a multivariate Cox

regression model.
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Table 1.

Liver Transplantation

according to the time of treatment

Baseline and on-treatment characteristics of the study cohort

Early Treatment

Deferred Treatment

Patient Characteristics n=62 (58%) n=45 (42%) p value
Recipient sex (M/F), n (%) 43 (69)/19 (31) 29 (64)/16 (36) 0.6
Recipient age, years* 58 (35-68) 59 (28-68) 0.5
Donor age, years* 58 (14-81) 59 (17-81) 0.4
Donor age >60 years, n (%) 24 (39) 18 (40) 0.9
Diabetes, n (%) 7(11) 15 (35) 0.003
Alanine aminotransferase, IlU/mL* 242 (27-987) 179 (21-878) 0.03
Bilirubin mg/dL* 2 (0.3-26) 1(0.3-31) <0.001
Hemoglobin, g/dL* 12.1 (9.2-15) 13 (10-16) 0.01
Leukocytes (X10%/L) * 3.9 (2.1-10.4) 4.6(1.8-10.7) 0.2
Platelets (X10%/L)* 143 (43-333) 138 (54-280) 0.9
Creatinine, mg/dL* 1.1 (0.7-2.5) 1(0.7-2.8) 0.6
Pre-LT MELD score* 14 (6-37) 14 (6-40) 0.6
Pre-LT viral load, logqo IU/mL* 5.7 (3.0-7.1) 5.9 (3.5-6.8) 0.5
Pre-treatment viral load, log+o IU/mL* 6.7 (4.9-8.2) 6.5 (3.8-7.5) 0.04
Pre-LT P-IFN treatment, n (%) 15 (24) 17 (39) 0.1
Recipient IL28B genotype, n (%)

CcC 21 (34) 14 (31)

CT 30 (48) 26 (58) 0.5
1T 11 (18) 5(11)

Donor IL28B genotype, n (%)*

CcC 37 (62) 11 (29)

CT 20 (33) 24 (63) 0.007
TT 3(5) 3 (8)

R-CC/D-CC, n (%) 11 (18) 4 (11) 0.3
R-CC/D-nonCC, n (%)* 10 (17) 8 (21) 0.6
R-nonCC/D-CC, n (%)¥ 26 (43) 7 (18) 0.01
R-nonCC/D-nonCC, n (%)* 13 (22) 19 (50) 0.004
Immunosuppression, n (%)

Tacrolimus-based 59 (95) 39 (87) 0.1
Cyclosporine-based 3(5) 6 (14)

IS including MMF, n (%) 11 (18) 11 (24) 0.4

John Wiley & Sons, Inc.

Page 24 of 32



Page 25 of 32

©CoO~NOUITA,WNPE

Liver Transplantation

Ischemia time, min* 375 (190-700) 365 (175-510) 0.2
Warm ischemia time, min* 45 (15-87) 40 (25-60) 0.003
Interval between LT-AVT, months* 3(1-12) 18 (11-74) <0.001
Completing treatment, n (%) 31 (50) 22 (50) 1
Erythropoietin, n (%) 45 (73) 27 (60) 0.2
Transfusion, n (%) 13 (21) 12 (27) 0.5
Granulocyte colony-stimulating, n (%) 17 (28) 12 (27) 0.9
Thrombocytopenia (<100X10%/L), n (%) 31 (52) 27 (60) 0.4
Rejection episodes, n (%) 6 (10) 6 (13) 0.6
Autoimmune hepatitis, n (%) 2 (3) 3(7) 0.6
Depressive syndrome, n (%) 3 (5) 8 (18) 0.05
Cytomegalovirus infection, n (%) 12 (19) 5(11) 0.3
RVR, n (%) 7(11) 5(11) 1
EVR, n (%) 30 (48) 30 (67) 0.06
ETR, n (%) 26 (43) 21 (50) 0.5
SVR, n (%) 15 (24) 16 (36) 0.2

*Median (range)
¥In 98 donors performed

AVT: Antiviral treatment;D-CC/non-CC: Donor IL28B genotype CC/non-CC;
ETR: End of treatment response; EVR: Early of treatment response;lS:

Immnunosupression; MELD: model for end-stage liver disease;

MMF:

Mycophenolate mofetil; P-IFN: Pegylated-Interferon; R-CC/non-CC: Recipient
IL28B genotype CC/non-CC; RVR: Rapid virological response; SVR: Sustained

virological response

John Wiley & Sons, Inc.
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Table 2. Baseline and on-treatment characteristics of the study cohort according to

sustained virological response.

Liver Transplantation

Page 26 of 32

, - SVR Non SVR
Patients Characteristic n=31 (29%) =76 (71%) p value
Recipient sex (M/F), n (%) 15 (48)/ 16 (52) 57 (75)/ 19 (25) 0.008
Recipient age, years* 61 (28-68) 59 (35-68) 0.8
Donor age < 60 years, n (%) 25 (81) 40 (53) 0.007
Diabetes, (%) 4 (13) 18 (24) 0.2
Alanine aminotransferase, IlU/mL* 211 (48-905) 187 (21-938) 0.5
Bilirubin >2 mg/dL, n (%) 9 (30) 24 (33) 0.7
Hemoglobin, g/dL* 13 (10-15) 12.5 (9.2-16) 0.5
Leukocytes (X10%/L)* 4.0 (2.1-8.6) 4.7 (1.8-10.7) 0.6
Platelets (X10%/L)* 143 (57-255) 129 (54-333) 0.3
Creatinine, mg/dL* 1(0.7-1.4) 1(0.7-2.8) 0.8
Pretransplant viral load, log 1U/mL* 5.6 (3.3-7.1) 5.9 (3.0-6.8) 0.2
Pretreatment viral load, log 1U/mL* 6.5 (3.8-8.2) 6.7 (4.9-8.1) 0.1
Pre-LT P-IFN-Treatment, n(%) 7 (23) 25 (33) 0.3
Recipients IL28B genotype, n (%)
CC 13 (42) 22 (29)
CT 17 (55) 39 (51) 0.04
TT 1(3) 15 (20)
Donors 1L28B genotype,n (%)*
CcC 15 (53) 33 (47)
CT 10 (36) 34 (49) 0.3
TT 3 (11) 3 4)
R-CC/D-CC, n (%)¥ 5(18) 10 (14) 0.8
R-CC/D-nonCC, n (%)* 6 (21) 12(17) 0.6
R-nonCC/D-CC, n (%)* 10 (36) 23 (33) 0.8
R-nonCC/D-nonCC, n (%)* 7 (25) 25 (36) 0.3
Immunosuppression, n (%)
Tacrolimus-based 27 (87) 71 (93) 03
Cyclosporine-based 4 (13) 5(7) '
IS including MMF, n (%) 8 (26) 14 (18) 0.4
Interval between LT-AVT,months* 11 (1-53) 4 (1-74) 0.02
Ischemia time, min* 360 (175-515) 370 (220-700) 0.3
Warm ischemia time, min* 40 (15-70) 43 (20-87) 0.2
Pre-LT MELD* 13 (6-40) 15 (6-39) 0.5

John Wiley & Sons, Inc.
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Liver Transplantation

Completing treatment, n (%) 28 (90) 25 (33

<0.001

Erythropoietin, n (%) 23 (74) 49 (64

0.3

Transfusion, n (%) 8 (26) 17 (22

0.7

Granulocyte colony-stimulating, n (%) 9(29) 20 (27

0.8

©CoO~NOUITA,WNPE

Thrombocytopenia (<100X10%/L), n (%) 14 (45) 44 (59

0.2

11 Cytomegalovirus infection, n (%) 2 (6) 15 (20

~— |~ [~~~ [~ ~

0.09

12 Rejection episodes, n (%) 2 (6) 7 (9)

0.3

14 Autoimmune hepatitis, n (%) 2 (6) 3(4)

0.6

15 Depressive syndrome, n (%) 4 (13) 7 (9)

0.6

16 RVR, n (%) 9 (29) 3 (4)

0.001

18 EVR, n (%) 31 (100) 29 (38)

<0.001

19 ETR, n (%) 31 (100) 16 (22)

<0.001

*Median (range)

¥In 98 donors performed

AVT: Antiviral treatment;D-CC/non-CC: Donor IL28B genotype CC/non-CC;
ETR: End of treatment response; EVR: Early of treatment response;lS:
Immnunosupression; MELD: model for end-stage liver disease; MMF:
Mycophenolate mofetil; P-IFN: Pegylated-Interferon; R-CC/non-CC: Recipient
IL28B genotype CC/non-CC; RVR: Rapid virological response

John Wiley & Sons, Inc.
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Liver Transplantation

Table 3. Causes of mortality.

Early Treatment

Deferred Treatment

n=27 n=10 p value
Hepatic failure 17 7
HCC recurrence 4 1 0.8
Others 6 2
Malignancy Sepsis
Malignancy Sepsis
Sepsis
Sepsis
Others

HCC: Hepatocellular carcinoma

John Wiley & Sons, Inc.
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Table 4. Baseline and on-treatment characteristics of the study cohort of 107 patients

according to mortality.

Liver Transplantation

Patients Characteristic

Survivors

Deaths

n=70 (65%) n=37 (35%) p value
Recipient sex (M/F), n (%) 45 (64)/25 (36) 27 (73)/10 (85) 0.4
Age, years * 61 (28-68) 57 (35-68) 0.09
Donor age >60 years, n (%) 21 (30) 21 (57) 0.007
Diabetes, n (%) 11 (16) 11 (30) 0.09
Alanine aminotransferase, IlU/mL* 194 (21-987) 218 (27-720) 0.8
Bilirubin >2 mg/dL, n (%) 18 (22) 15 (54) 0.001
Hemoglobin, g/dL* 12.9 (9.2-16) 12 (10-15) 0.1
Leukocytes (X10%L) * 4.4 (2.1-8.6) 4.2 (1.8-10.7) 0.9
Platelets (X10%/L) * 139 (57-333) 143 (43-280) 1
Creatinine, mg/dL* 1.1 (0.7-2.8) 1(0.7-2.5) 0.4
Pretransplant viral load, log 1U/mL* 5.9 (3-6.5) 5.8 (3.6-7.1) 0.4
Pretreatment viral load, log IU/mL* 6.7 (3.8-8.2) 6.6 (4.9-8) 0.8
Pre-LT P-IFN-Treatment, n (%) 19 (27) 30 (35) 0.4
Recipients IL28B genotype, n (%)
CcC 26 (37) 9 (24) 0.03
CT 38 (54) 18 (49) '
T 6 (9) 10 (27)
Donors IL28B genotype, n (%) *
CC 32 (49) 16 (48) 06
CT 28 (43) 16 (49) '
TT 5 88) 1(3)
R-CC/D-CC, n (%)* 10 (15) 5(15) 0.9
R-CC/D-nonCC, n (%)* 14 (21) 4 (12) 0.2
R-nonCC/D-CC, n (%)* 22 (34) 11 (33) 0.9
R-nonCC/D-nonCC, n (%)* 19 (29) 13 (39) 0.3
Immunosuppression, n (%)
Tacrolimus based 64 (91) 34 (92) 0.9
Cyclosporine based 6 (9) 3 (8)
IS including MMF, n (%) 17 (23) 5 (13) 0.2
Interval between LT-AVT, months* 10 (1-74) 4 (1-35) 0.008
Ischemia time, min* 372 (175-700) 362 (220-570) 0.9
Warm ischemia time, min* 40 (15-74) 43 (20-87) 0.6
Pre-LT MELD* 14 (6-40) 15 (6-40) 0.8

John Wiley & Sons, Inc.
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Completing treatment, n (%) 43 (62) 10 (27) 0.001
Erythropoietin, n (%) 48 (69) 24 (65) 0.7
Transfusion, n (%) 16 (23) 9 (24) 0.9
Granulocyte colony-stimulating, n (%) 20 (29) 9 (25) 0.8
Thrombocytopenia (<100X10%/L), n (%) 41 (59) 17 (49) 0.3
Cytomegalovirus infection, n (%) 10 (14) 7 (19) 0.5
Rejection episodes, n (%) 8 (11) 4 (11) 1
Autoimmune hepatitis, n (%) 4 (6) 1(3) 0.5
Depressive syndrome, n (%) 8 (11) 3 (8) 0.6
RVR, n (%) 9 (13) 3(8) 0.5
EVR, n (%) 48 (69) 12 (32) <0.001
ETR, n (%) 39 (57) 8 (23) 0.001
SVR, n (%) 29 (41) 2 (5) <0.001

*Median (range)
*In 98 donors performed

AVT: Antiviral treatment;D-CC/non-CC: Donor IL28B genotype CC/non-CC;
ETR: End of treatment response; EVR: Early of treatment response;lS:
Immnunosupression; MELD: model for end-stage liver disease; MMF:
Mycophenolate mofetil; P-IFN: Pegylated-Interferon; R-CC/non-CC: Recipient
IL28B genotype CC/non-CC; RVR: Rapid virological response; SVR: Sustained

virological response

John Wiley & Sons, Inc.
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31 Flow chart of LT patients in our hospital between 2001-2010 and selection of the study cohort.
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IV. Estudio 2

Estudio 2. Predictores precoces de respuesta al tratamiento antiviral de la
recurrencia de la infeccion por VHC en pacientes receptores de trasplante

hepatico

1. Resumen de la hipoétesis, objetivo, procedimientos y resultados

globales del estudio

Introduccién

Se han realizado importantes avances con los estudios sobre las
caracteristicas del donante (33) y del receptor de TH por VHC y su influencia
en la respuesta al tratamiento antiviral (32,46-49,63,85,94,97). Sin embargo, no
se ha podido generalizar hasta la actualidad ningun algoritmo que permita
combinar estas variables y diferenciar de forma segura y precoz a los pacientes
respondedores de los no respondedores (32). En el momento actual en el que
disponemos de variables ampliamente estudiadas como son la cinética viral y
las caracteristicas del donante y receptor y recientemente de los polimorfismos
del gen de la IL28B (6,7,61-63) se abre la posibilidad de buscar herramientas
mas potentes que nos conduzcan a establecer algoritmos robustos que

permitan tomar decisiones en la practica clinica diaria (92- 94).
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Hipotesis
Los estudios sobre variables pronosticas de respuesta al tratamiento antiviral
no son suficientemente discriminativos en pacientes trasplantados hepaticos

con recurrencia de la infeccion por VHC.

Objetivo
Elaborar, a través de un analisis multivariado mediante regresion logistica, un
modelo prondstico para discriminar de manera precisa los pacientes con pocas

posibilidades de responder al tratamiento antiviral.

Pacientes y métodos
-Se disefid un estudio retrospectivo, observacional, de pacientes seguidos de
forma prospectiva tratados con Peg-IFN-a y RBV tras la recurrencia de la

infeccion por VHC después del TH.

-Se utilizé una cohorte pacientes trasplantados hepaticos por VHC entre 2001 y

2010 Hospital Universitari Vall d’Hebron.

- Se realiz6é un analisis de regresion logistica jerarquica y exhaustiva, en la que
primero se generaban todos los modelos prondsticos posibles a partir de una
serie de variables prondsticas relevantes, y después se clasificaban segun su
capacidad discriminativa. El mejor modelo se utilizé entonces para elaborar una
tabla con las estimaciones de la probabilidad de alcanzar la RVS segun las

distintas combinaciones de las variables identificadas.
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Resultados

1.

En el estudio se incluyeron 107 pacientes. Treinta y un pacientes (29%)
alcanzaron una RVS. Las variables asociadas con la RVS en el analisis
univariado fueron; el género, 16/35 (46%) eran mujeres frente a 15/72
(21%) hombres (p=0,008), la edad del donante 49 afos (rango 14-81) vs
59 afios (rango 15-81) (p=0,03) o recibir un injerto de un donante < 60
afnos 25/65 (38%) vs > 60 afios 6/42 (14%), (p= 0,007), genotipo de la
IL28B del receptor CC 13/35 (37%), CT 17/46 (30%), TT 1/16 (6%)
(p=0,04), completar el tratamiento 28/53 (53%) vs 3/53 (6%) (p<0,001),
alcanzar la RVR 9/12 (75%) vs 22/95 (23%), (p=0,001), el descenso de 3
log en la semana 4 de tratamiento antiviral 17/19 (89%) vs 9/70 (13%),

p<0,001, y alcanzar la RVP 31/60 (52%) vs 0/47 (0%), (p<0,001).

El mejor modelo identificado mediante la estrategia de regresion
logistica, a partir de la cohorte de 107 pacientes, incluyendo todas las
variables excepto las acontecidas a partir del primer mes de tratamiento
antiviral, incluia como variables asociadas a la RVS, la edad del donante
> 60 afos (si/no), genotipo de la IL28B (CC/CT/TT) del donante y
alcanzar la RVR (si/no) (Tabla 2). A partir de este modelo se calcularon
las probabilidades estimadas de alcanzar la RVS asociadas a las

diferentes combinaciones de dichas variables (Tabla 3).
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Tabla 2. Mejor modelo de regresién logistica para predecir la RVS derivado de la

cohorte de 107 pacientes que recibieron tratamiento antiviral. La evaluaciéon de

las variables edad del donante >60 afos (si/no), RVR y Receptor IL28B

(CCI/CT/TT) se dan para comparar

AUC [Se % [Sp % | -2LL
Edad donante>60 ainos (si/no),Receptor IL28B(CC/CT/TT),RVR (si/no) | 0.781 26 96 |103.2
Edad donante >60 afios (si/no), Género (v/m), RVR (si/no) 0.779 | 22 97 |104.0
Edad del receptor, Edad donante >60 afios (si/no), RVR (si/no) 0.771 29 97 |103.9
Bilirubin (mg/dL) >2 (si/ no), Edad donante >60 afos (si/no), RVR (si/no) 0.767 | 30 96 |103.8
Género (v/m),, Receptor IL28B , RVR (si/no) 0.765 | 26 96 |105.0
Diabetes (si/no) , Edad donante >60 afos (si/no), RVR (si/no) 0.750 | 23 96 |107.5
Edad donante >60 afios (si/no) 0.640 0 100 |121.1
RVR (si/no) 0.625 | 29 96 |116.3
Receptor I1L28B (CC/CT/TT) 0.611 0 100 |122.4

El modelo final esta resaltado.

AUC, Area bajo la curva ROC; Se, Sensibilidad; Sp, Especificidad; -2LL, reduccion del

logaritmo de la razén de verosimilitud.

La formula del indicador prondstico derivada del mejor modelo fue: [1.468x[Edad

donante >60 afios (si/no)]] + [0.062xReceptor IL28B CT (0/1) ] + [-2.107xReceptor

IL28B TT (0/1)] + [2.521xRVR (0/1)] -2.085.
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Tabla 3. Pocket chart mostrando las probabilidades estimadas de alcanzar
la Respuesta Viral Sostenida para las diferentes combinaciones de
variables del mejor modelo pronéstico obtenido mediante el analisis de

regresion logistica

Receptor RVR Edad del donante RVS
IL28B Probabilidad (%)

CC Si < 60 afios 87
> 60 anos 61

No < 60 afos 39

> 60 afios 13

CT Si < 60 afios 84
> 60 afios 55

No < 60 anos 33

> 60 years 11

1T Si < 60 afios 61
> 60 afios 27

No < 60 afios 13

> 60 anos 4

RVR, respuesta viral rapida; RVS, respuesta viral sostenida.
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Abstract

Background&Aims: The efficacy of hepatitis C virus (HCV) antiviral treatment (AVT)
after liver transplantation (LT) is not optimal. The effectiveness of currently standard
therapy for different risk subgroups and the validity of available prognosis factors in
clinical practice are poorly understood.

Patients&Methods: Consecutive HCV-LT patients receiving AVT between 2001 and
2010 were retrospectively categorized according to baseline and early predictors of
SVR, including recipient rs12979860 genotype. A multivariate analysis was conducted
to elaborate a new prognostic classification rule applicable to a real-life-situation.
Results: The study cohort comprised 107 patients; sustained virological response
(SVR) was achieved in 31 patients (29%). In patients with CC genotype, not achieving
rapid virological response (RVR), donor age becomes a determining factor for
achieving SVR (39% vs 13%, p=0.02). The best predictive model included donor age,
recipient IL28B genotype and RVR.

Conclusion: The use of a simple combination of baseline and early variables identifies
HCV-LT patients with different probabilities of achieving SVR, allowing to a rationale

use of standard and new AVT with the development of new approaches.

73



Introduction

Cirrhosis secondary to hepatitis C virus (HCV) has become the most common
indication for liver transplantation (LT). Graft reinfection is universal [1,2] and
progression to graft cirrhosis occurs in 10% to 30% of patients at 5 to 7 years following
the procedure, conferring a high risk of decompensation and poor survival [3-7].
Management of chronic hepatitis C in LT recipients with recurrent infection has
improved significantly during the past decade, and treatment with pegylated interferon
in combination with ribavirin is associated with viral response in 30% to 50% of patients
[8-13]. Several factors have been identified and have shown to be associated with
sustained virological response (SVR) rates, but this still remains a field of study [14,
15]. On treatment viral decline at week 4 (rapid virological response (RVR)) and week
12 (early virological response (EVR)) [16-20] have been identified as predictors in non-
LT chronic HCV patients, but less studies have been published in the LT setting
[21,22], where donor characteristics and interaction between donor and recipient
deserves special attention [23-25].

Recently, single nucleotide polymorfisms (SNPs) around Interleukin 28B (IL28B) gene
have been described as strongly associated with treatment outcomes in genotype-1
HCV infected patients, in transplant and non-LT patients [26-31], adding a new tool in
the prognosis and management of these patients.

The understanding of factors that predict treatment outcome is important in order to
improve its efficacy and tolerability and to optimize the use of resources, with and early
identification of non-responders, allows to develop new treatment approaches.

The aim of this study was to identify baseline and early on-treatment factors associated
with SVR, to propose a classification rule for identification of patients with low response

probability, and therefore at high risk of decompensation.
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Patients and Methods

STROBE recommendations for reporting observational studies [32] were applied for
the manuscript design. The study was approved by the ethics committee of our
institution and all patients gave written informed consent.

Cohort recruitment and data collection.

We reviewed the medical records of all consecutive adult patients who had undergone
LT at Hospital Universitari Vall d’Hebrén, a third-level teaching hospital in Barcelona
(Spain), between 2001 and 2010. The patient data was retrieved from a regularly
updated database designed to assess the long-term outcome of LT. The data collection
protocol was designed before recruitment of the cohort. For each patient, the baseline
data was recorded at antiviral treatment beginning by the team at charge of the patient,
and data on treatments and outcomes were recorded as occurring during follow-up by
outpatient visit. Prospectively collected data were retrospectively analyzed.

Study design. This is a retrospective, observational study of prospectively monitored
patients receiving AVT for recurrent HCV following LT. The aim was elaborating a
generalizable, and easy-to-use classification rule to identify patients with low
probabilities to achieve SVR that could be applied in the first month of AVT.

Recurrent hepatitis C was established on the presence of histological features of
lobulillar hepatitis (lobular and portal inflammation) or chronic active hepatitis in
patients with detectable HCV-RNA. Patients were included if they complied with follow-
up schedule to undergo viral measurements at baseline, week 4 and week 12. Patients
with genotype non-1, human immunodeficiency virus co-infection or fibrosing-
cholestatic-hepatitis were excluded.

Immunosuppression. In 2004, the immunosuppression protocol for HCV-infected LT
recipients at our center was changed from tacrolimus (Fk) (Prograf, Astellas Pharma
GmbH, Munich, Germany) plus steroids to Fk plus mycophenolate mofetil (MMF)
(CellCept, Roche Pharmaceuticals Inc, NJ, USA) with or without low-dose steroid
therapy when required, as reported (19). Fk was started at standard doses and

75



adjusted to achieve a 10-15 ng/mL blood trough level during the first weeks. MMF was
started at 1-2 g/day, depending on white blood cell count. Methylprednisolone (when
indicated) was administered daily, starting at 20-mg doses and slowly tapering over the
ensuing 6 months. Patients with pre-transplant serum creatinine >1.5 mg/dL were
initially given basiliximab (Simulect, Novartis Pharma AG, Basel, Switzerland), plus
MMF and steroids, with subsequent introduction of low-dose Fk. Everolimus (Certican,
Novartis Pharma AG, Basel, Switzerland), when indicated (renal insufficiency and/or
rejection), was permitted at 4 to 6 months after surgery, either alone or in combination
with calcineurin inhibitors or MMF. Tacrolimus was switched to cyclosporine
(Sandimmun Neoral, Novartis Pharma AG, Basel, Switzerland) when necessary due to
side effects.

Antiviral treatment regimen and response definitions. Pegylated interferon a-2b
(Peg-Intron, Schering-Plough, Inc., Kenilworth, NJ) and ribavirin (Rebetol, Schering-
Plough, Inc., Kenilworth, NJ) were administered for 24 weeks. If HCV-RNA tested
positive at that time, treatment was stopped, and if negative, the patient completed 48
weeks of treatment.

Pegylated interferon was initiated at 1.5 pg/kg and was reduced to 1 pg/kg when
neutrophils dropped below 1.5x10%L or platelets dropped below 50x10%L. When
neutrophil count was less than 1.0x10%L, filgrastim (Neupogen 30, Amgen SA,
Barcelona) was initiated. Until 2003, ribavirin was started at 600 mg/day, and
subsequently adjusted according to hemoglobin levels. If there was no decrease in
hemoglobin, the daily dose was increased to 800 mg/day. Since 2003, the initial
ribavirin dose has been weight-adjusted to 800-1200 mg/day. The initial dose was
reduced if hemoglobin dropped below 9 g/dL, and weekly darbepoetin-a (Aranesp,
Amgen SA, Barcelona) was started if hemoglobin failed to increase within 2 weeks.
Rapid virological response (RVR) was defined as undetectable HCV-RNA at week 4,
and early virological response (EVR), as a 22 logy, viral load decrease at 12 weeks.
End-of-treatment response (ETR) was defined as undetectable serum HCV-RNA at the
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end of therapy. Sustained virological response (SVR) was defined as undetectable
serum HCV-RNA 24 weeks after treatment completion (34).

Viral load testing From 2001 to 2006, HCV-RNA was detected by a qualitative
polymerase chain reaction (PCR) assay (Cobas Amplicor HCV Test v2.0; Roche
Molecular Diagnostics, Barcelona, Spain; detection limit 50 IU/mL) and, when positive,
measured by a quantitative PCR assay (Cobas Amplicor HCV Monitor Test v2.0;
Roche Molecular Diagnostics, Barcelona, Spain; detection limit 600 IU/mL). Since
2007, a real-time PCR-based test (Cobas Ampliprep/Cobas TagMan; Roche Molecular
Diagnostics, Barcelona, Spain; detection limit 15 IU/mL) has been used for HCV
detection. HCV genotyping was performed by line probe assay (Inno-LiPA 1I%;
Innogenetics, Antwerp, Belgium).

Genotyping of IL28B polymorphisms. Genomic DNA from LT recipients and their
donors was extracted from formalin-fixed, paraffin-embedded biopsies of liver explants
(recipients) and grafts (donors) obtained at LT, using the QlAamp DNA FFPE Tissue
Kit (Qiagen, Hilden, Germany). Genotyping of rs12979860 was performed using a real-
time PCR with allele-specific Tag-Man probes, as described previously (26, 35). IL28B
rs12979860 was defined as CC, CT, or TT.

Liver histology. Liver biopsy was performed prior to the start of therapy in all patients,
and treatment was started if there was histological evidence of lobular hepatitis
consistent with recurrent HCV or chronic active hepatitis without signs of acute or
chronic rejection, biliary obstruction, or ischemic damage. Fibrosis was assessed by
the Ishak scoring system [36]. All liver biopsies were evaluated by a single pathologist
(H.A).

Statistical Analysis. Data are presented as medians and range, and categorical
variables as frequency and percentage. Normality was determined by the Shapiro-Wilk

test.
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Differences between categorical variables were assessed by Chi-square test or
Fisher’s exact test or Mantel-Haenszel test for linear trends. Continuous variables were
compared using Mann-Whitney.

A hierarchical and exhaustive logistic regression analysis strategy was conducted. The
strategy to identify the best prognostic model from our cohort consisted in the
generation and evaluation of all possible models from all candidate variables by a
specific SPSS script (AllSetsReg - 2010, Domenech JM and Navarro JB, Laboratori
d’Estadistica Aplicada, UAB, Barcelona, Spain) [37]. The choice of all candidate
variables was based on clinical relevance according to the most recent prognostic and
therapeutic studies on the issue [21-25, 30,31], and all variables were considered for
multivariate analysis regardless of the p-value obtained in the descriptive univariate
analysis. The best final models were then classified based on the reduction of the
logarithm of the likelihood ratio (-2LL) and the Area under the Receiver operating
Characteristic curves (AUC) of the predicted probability of mortality for each model.
The final model was selected taking these statistical parameters into account, in
accordance to previous knowledge and especially to its potential clinical and research
value. In order to refine the strategy and minimize spurious results, two prespecified
rules were followed to choose among all candidate models. First, knowing that the
number of patients achieving SVR in the cohort was 31, only those models with a
maximum of three variables were retained for further consideration, in order to avoid
overfitting. Second, based on the well-known central role of RVR in this setting, it was
considered that all finals models should include RVR. Donor age was introduced
separately in models either as a quantitative variable or categorized (> 60 years
yes/no). The choice of cut-off point was based on previous knowledge [25] and
inspection of probability plots and Receiver Operating Characteristic (ROC) curves.
Final models were then classified based on different statistical criteria. Reduction of the
logarithm of the likelihood ratio (-2LL) was used as a descriptive measure of calibration
(the closer —2LL gets to 0O, the better the model adjusts to explain the outcome). For
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discrimination (how well classes in the data set with different outcomes are separated),
we used the Area under the ROC curves (AUC) of the predicted probability of SVR for
each model. The final model was selected taking these statistical parameters into
account, in accordance to previous knowledge and especially to its potential clinical
and research value.

In order to facilitate the interpretation of the model, and to serve as guide of expected
outcomes for research purposes, a pocket-chart with the expected probabilities of the
different combinations of included variables was constructed. Significance was
accepted at p<0.05.The SPSS statistical package (SPSS Inc., version 15.0, and 19.0

Chicago, IL, USA) were used for the analysis.

Results

During the 9-year period studied, 491 patients received a LT at our institution of whom
222 had HCV-infection (45%) and 151 (68%) received antiviral treatment (AVT). From
the latter, 44 were excluded (19 with HIV co-infection, 7 patients with fibrosing
cholestatic hepatitis, 12 with HCV-genotype other than 1, six patients with missing HCV
RNA level at weeks 4 and/or 12). Hence, the study cohort included 107 patients (Fig.
1).

As summarized in table 1, median age was 59 years (range 28-68), median donor age
was 58 years (range 14-81), with 39% donors older than 60 years. Interval between LT
and antiviral treatment was 5 months (range 1-74). All patients had baseline liver
biopsy, performed before starting therapy, 38 patients (35%) had significant fibrosis at
the time of treatment (F=2). The prevalence of rs12979860 CC, CT and TT genotypes
in recipient samples was 35 (33%), 56 (52%), and 16 (15%) respectively, whereas in
donor samples genotype CC was the most common 48 (49%), followed by genotype

CT 44 (45%) and TT 6 (6%). On treatment characteristics are summarize in table 2.
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Predictors of Sustained Virological Response.

As summarized in table 1 and 2, SVR was achieved in 31 of 107 patients (29%),
among those 16/35 (46%) were female vs 15/72 (21%) were male (p=0.008). Median
age of donor was significantly lower in patients achieving SVR; 49 (14-81) vs 59 (15-
81) (p=0.03). The same results were obtained when donor age was analyzed as a
dichotomized variable (donors <60 years vs >60 years; 25/65 (38%), 6/42 (14%)
respectively, (p= 0.007)).

Recipient IL28B CC was significantly more frequent in patients achieving SVR; 13/35
(37%), vs CT and TT, 17/46 (30%), and 1/16 (6%) respectively, p=0.04. Once
treatment was started the variables related with SVR were patients completing
treatment 28/53 (53%) vs 3/53 (6%) (p<0.001) and patients achieving RVR 9/12 (75%)
vs 22/95 (23%), p=0.001, and EVR 31/60 (52%) vs 0/47, p<0.001. There were no

differences concerning side effects, haematological support, rejection or CMV infection.

Classification rule for identification of early Sustained Virological Response
predictors.

Univariate comparisons for SVR are shown in Table 1 and Table 2. All variables in the
tables were considered candidates to be included in the multivariate models,
regardless of the p-value shown in univariate analysis, except for those variables
occurring after the first month of treatment (EVR, ETR, completing treatment, patients
receiving erythropoietin, transfusions or Granulocyte colony-stimulating, or patients
presenting  thrombocytopenia, CMV infection, rejection episodes, autoimmnune
hepatitis or depressive syndrome).

Table 3 shows the best classification rules obtained after the evaluation of the logistic
regression models of all possible combinations of the candidate variables.

As seen, these models were well calibrated and showed a good discrimination ability
(with AUC>0.750), superior to that of individual variables alone (donor age >60 years,
recipient IL28B or RVR). The model including donor age >60 years, recipient IL28B
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and RVR showed the best discriminative ability (highest AUC and lowest —2LL), and
was selected to generate the classification rules.

The formula of the prognostic indicator derived from the best model was: [1.468x[Donor
age>60 years (0/1)]] + [0.062xRecipient IL28B CT (0/1) ] + [-2.107xRecipientlL28B TT
(0/1)] + [2.521xRVR (0/1)] -2.085.

Table 4 represents the pocket chart showing the estimated probabilities of SVR of the
different combinations of the variables of the selected model.

Patients with CC genotype achieving RVR were predicted to have a rate of SVR of
87% and 61% depending on donor age, p=1. In patients with CC genotype not
achieving RVR, donor age becomes a determining factor for achieving SVR, 39% in
donor >60 years vs 13% in donors <60 years, p=0.02. Regarding patients with CT
genotype, patients achieving RVR have good prognosis (84% and 55% depending on
donor age, p=1). However in those patients not achieving RVR chance of SVR was 3
times higher in those patients for whom donor age was < 60 years (33% vs 11%,

p=0.2).

Discussion.

Prediction of response to antiviral therapy in chronic hepatitis C is often difficult;
especially in the LT setting, with donor and recipient factors interacting. RVR has been
mainly explored in the non-transplanted population, proving a strong predictive role,
and is widely accepted [16-20]. However in the LT population more factors have to be
taken into account, and other factors acquire main importance.

In the present observational study we studied a large cohort of LT patients focusing on
the outcomes of SVR and its predictors, in order to assess the real value of the main
donor and recipient characteristics and to optimize its use in clinical practice.

The main question addressed in our study is what outcomes we can expect after
starting antiviral treatment in a real-world situation and what parameter could define
early which patients should stop or continue antiviral treatment. These patients with too
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low probabilities of achieving SVR should be identified as early as possible in order to
offer them new treatment options, and avoid unnecessary and unsuccessful
treatments.

The study was pragmatically oriented, aiming to provide a more adequate classification
rule for selection of high-risk patients who should be early re-directed to be treated with
new promising agents [38-43].

A recently published study [31] addresses the question of identification with easily
variables of the likelihood of response to antiviral therapy in LT patients. The authors
consider the basal variables, with a 2-by-2 combination, identifying recipient IL28B,
donor age, baseline viral load and type of immunosupresion.

It is well known that patients with CC genotype and achieving RVR have a high rate of
SVR. What is new here is the prognostic role of adding donor age especially in those
patients not achieving RVR, building a stratified probability model. In CC genotype,
patients not achieving RVR, donor age becomes a determining factor for achieving
SVR.

Another important and somehow unexpected result is the high SVR rate in CT
genotype patients. This was especially so in those achieving RVR, still in those not
achieving SVR but for whom donor age was < 60 years the percentage of SVR was
acceptable. Only those with donor > 60 years not achieving RVR were unlikely to
achieve SVR.

Not as expected is the high rate of predicted SVR in patients with recipient TT
genotype, achieving at a rate of 61% SVR when they receive a young donor and reach
RVR. Nonetheless, the small humber of patients in this subgroup makes us cautious
about drawing conclusions.

The main question addressed in our study is what outcomes we can expect in LT-
patients receiving AVT in a real-world situation if a careful implementation of current
knowledge is used. If we only consider IL28B genotype the approach is insufficient and
does not reflect the real potential to heal of LT patients.

82



Furthermore, using a logistic regression model that included basal variables and a 4-
week variable we provide a pocket chart of estimated probabilities of SVR for each
different stratum, which may be helpful in the design of comparative trials on the issue
[44-46]. This strategy allow us to manage current and new treatments including those
with Telaprevir, Boceprevir and new treatment becoming with and without interferon,
with a rationale basis.

The main limitation of our study is its single-center and retrospective nature, decisions
on treatment were taken by clinicians on a case-by-case basis, the lack of external
validation, and the small number of patients attending to subgroup stratification.
Nonetheless, the fact that patients were prospectively followed at a single center by the
same physicians under homogeneous management criteria probably decreases the
impact of potential biases. Although it may be argued that the demographics and other
baseline characteristics of our study population might not be generalized to some parts
of the world, we firmly believe that this strategy should be easily transferable to any LT
center, as it is simply based on the use of generally available variables.

In summary, the early recognition of these patients with low possibilities of reach SVR,
allows to improve their management and change the therapeutics, with an increasingly

personalized and rationale management.
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491 LT-recipients (2001-2010)
222 (45%) HCV-infected

151 (68%)
HCV-LT recipients treated

12 non-1 HCV-genotypes ‘

)

1

19 HIV co-infected ‘

Total recruited 113 (75%)

7 fibrosing cholestatic

hepatitis C recurrence

STUDY COHORT. DATA AVALIABLE FOR
ANALYSIS:
-107 (95%) patients

6 patients without
data at 4 or 12 weeks

HCV-RNA

Figure 1. Flow chart of LT patients who received antiviral treatment in our Hospital

between 2001-2010 and selection of the study cohort.
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Table 1. Baseline characteristics of the study cohort of 107 LT patients and associated

with sustained virological response.

Patients Characteristic Total (n=107) SVR n= 31 (29) No-SVR n=76 (71) p value
Male, n (%) 72 (67) 15 (48) 57 (75) 0.008
Recipient age, years* 59 (28-68) 61 (28-68) 59 (35-68) 0.8
Donor age, years* 58 (14-81) 49 (14-81) 59 (15-81) 0.03
Donor age <60 afos, n (%) 65 (61) 25 (81) 40 (53) 0.007
Alanine aminotransferase, lU/mL* 197 (21-938) 211 (48-905) 187 (21-938) 0.5
Bilirrubin mg/dL* 1 (0.3-31) 1(0.3-13) 1(0.3-31) 0.3
Haemoglobin, g/dL* 12.8 (9.2-16) 13 (10-15) 12.5 (9.2-16) 0.5
Leukocytes (X109/L) * 4.4 (1.8-10.7) 4.0 (2.1-8.6) 4.7 (1.8-10.7) 0.6
Platelets (X109/L) * 140 (54-333) 143 (57-255) 129 (54-333) 0.3
Creatinine, mg/dL* 1.1(0.7-2.8) 1(0.7-1.4) 1(0.7-2.8) 0.8
Diabetes, n (%) 22 (21) 4 (13) 18 (24) 0.2
Pre-LT MELD* 14 (6-40) 13 (6-40) 15 (6-39) 0.5
Pretransplant viral load, log 5.9 (3-7.1) 5.6 (3.3-7.1) 5.9 (3.0-6.8) 0.2
IU/mL*

Pretreatment viral load, log 6.6 (3.8-8.1) 6.5 (3.8-8.2) 6.7 (4.9-8.1) 0.1
IU/mL*

Pre-LT IEN-Treatment, n (%) 32 (30) 7 (23) 25 (33) 0.3
Recipients IL28 n (%)

CC 35 (33) 13 (42) 22 (29) 0.04
CT 56 (52) 17 (55) 39 (51)

TT 16 (15) 1(3) 15 (20)

Donors IL28 n (%) *

CC 48 (49) 15 (53) 33 (47) 0.3
CT 44 (45) 10 (36) 34 (49)

1T 6 (6) 3 (1) 3 (4)

R-CC/D-CC, n (%)* 15 (14) 5 (18) 10 (14) 0.8
R-CC/D-nonCC, n (%)* 18 (17) 6 (21) 12 (17) 0.6
R-nonCC/D-CC, n (%) 33 (31) 10 (36) 23 (33) 0.8
R-nonCC/D-nonCC, n (%) 32 (30) 7 (25) 25 (36) 0.3
Pre-treatment fibrosis, n (%)

F <2 69 (65) 16 (70) 53 (52) 0.08
F =2 38 (35) 15 (30) 23 (48)
Immunosuppression, n (%)

Tacrolimus based 98 (92) 27 (87) 71 (93) 0.3
Cyclosporine based 9 (8) 4(13) 5(7)

IS including MMF 22 (21) 8 (26) 14 (18) 0.4
Ischemia time, minuts* 370 (175-700) 360 (175-515) 370 (220-700) 0.3
Warm ischemia time, minuts* 42 (15-87) 40 (15-70) 43 (20-87) 0.2
Interval between LT and antiviral

treatment, months* 5(1-74) 11 (1-53) 4 (1-74) 0.02
Antiviral treatment before 1 year

after LT, n (%) 65 (62) 17 (55) 48 (66) 0.3

*Median (range)

MELD: Model of End-Stage Liver Disease

¥In 98 donors performed

R-CC/non-CC: Recipient IL28B genotype CC/non-CC
D-CC/non-CC: Donor IL28B genotype CC/non-C
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Table 2. On treatment characteristics of the study cohort of 107 LT patients and

associated with sustained virological response.

Patients Characteristic SVR No SVR

Total (n=107) | (n=31) 29% (n=76) 71% p value
Completing treatment, n (%) 53 (50) 28 (90) 25 (33) <0.001
Weeks of treatment 48 (4-72) 48 (12-72) 24 (4-72) <0.001
Erythropoietin, n (%) 72 (67) 23 (74) 49 (64) 0.3
Transfusion, n (%) 5 (23) 8 (26) 17 (22) 0.7
Granulocyte colony-stimulating, n (%) 9 (27) 9 (29) 20 (27) 0.8
Thrombocytopenia (<100X10%/L), n (%) 8 (54) 14 (45) 44 (59) 0.2
CMV infection, n (%) 17 (16) 2 (6) 15 (20) 0.09
Rejection episodes, n (%) 9 (8) 2 (6) 7(9) 0.3
Autoimmnune hepatitis, n (%) 5 (5) 2 (6) 3 (4) 0.6
Depressive syndrome, n (%) 1(10) 4 (13) 7 (9) 0.6
RVR, n (%) 2(11) 9 (29) 3(4) 0.001
EVR, n (%) 60 (56) 31 (100) 29 (38) <0.001
ETR, n (%) 47 (44) 31 (100) 16 (22) <0.001
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Table 3. Best logistic regression prognostic models for sustained virological response

derived from the study cohort of 107 LT patients receiving antiviral therapy. Evaluation

of the performance of donor age >60 years (yes/no), RVR, and Recipient IL28B

Recipient (CC/CT/TT) are given for comparison.

AUC |Se % |Sp % | -2LL
Donor age >60 years (yes/no),Recipient IL28B (CC/CT/TT),RVR (yes/no) | 0.781 26 96 | 103.2
Donor age >60 years (yes/no), Gender (m/f), RVR (yes/no) 0.779 | 22 97 104.0
Recipient age, Donor age >60 years (yes/no), RVR (yes/no) 0.771 29 97 103.9
Bilirubin (mg/dL) >2 (yes/ no), Donor age > 60years (yes/no), RVR (yes/no) 0.767 | 30 96 103.8
Gender (m/f), Recipient IL28B (CC/CT/TT), RVR (yes/no) 0.765 | 26 96 105.0
Diabetes (yes/no), Donor age >60y (yes/no), RVR (yes/no) 0.750 | 23 96 107.5
Donor age >60 years (yes/no) 0.640 0 100 | 1211
RVR (yes/no) 0.625 | 29 96 | 116.3
Recipient IL28B (CC/CT/TT) 0.611 0 100 | 122.4

The final selected model is highlighted in bold letters.

AUC, Area under the Receiver Operating Characteristic Curve; Se, Sensitivity; Sp,

Specificity; -2LL, reduction of the Logarithm of the Likelihood ratio.

The formula of the prognostic indicator derived from the best model was: [1.468x[Donor

age>60 years (0/1)]] + [0.062xRecipient IL28B CT (0/1) ] + [-2.107xRecipientlL28B TT

(0/1)] + [2.521xRVR (0/1)] -2.085.
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Table 4. Pocket chart showing the estimated probabilities of Sustained
Virological Response for different combinations of the variables of the best

prognostic model obtained by logistic regression analysis.

IL28B Donor age RVR SVR
Receptor Probability (%)
CC < 60 years Yes 87
> 60 years 61
< 60 years No 39
> 60 years 13
CT < 60 years Yes 84
> 60 years 55
< 60 years No 33
> 60 years 11
TT < 60 years Yes 61
> 60 years 27
< 60 years No 13
> 60 years 4
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V. Estudio 3

Estudio 3. Monitorizacion de ARN-VHC a la semana 12 tras tratamiento
antiviral para predecir la respuesta viral sostenida en pacientes con

recurrencia de infeccion por virus hepatitis C tras trasplante hepatico

1. Resumen de la hipétesis, objetivos, procedimientos y resultados

globales del estudio

Introduccién

El objetivo del tratamiento antiviral es la negativizacion del ARN-VHC en sangre
tras la finalizacion del tratamiento y clasicamente se define como la
negativizacion del ARN-VHC a las 24 semanas tras concluir el tratamiento,
siendo ésta una definicién arbitraria. No se conoce el momento en que la
recurrencia tiene lugar durante ese periodo. Un estudio previo realizado en
pacientes inmunocompetentes (39) y otro posterior en pacientes con co-
infeccién por VIH (99) habian evaluado la utilidad de la determinacion del ARN-
VHC a las 12 semanas tras la finalizacion del tratamiento antiviral para
establecer la RVS, usando una técnica de alta sensibilidad (limite de deteccidn
5-10 Ul/mL). Este estudio establecié un valor predictivo positivo (VPP) de
99.7% (IC95% 99.1-100%) de la negatividad del ARN-VHC realizado a la
semana 12 tras finalizar el tratamiento para predecir la RVS. En el campo del
TH no se conocia si la interaccion con la inmunosupresion podia influir en la
dinamica viral y modificar estos resultados. Parecia importante confirmar estos

resultados en los pacientes TH, susceptibles de tener otra patologia, en los que
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descartar o confirmar la infeccion por VHC es de gran utilidad y permite valorar

precozmente la realizacion de nuevos tratamientos antivirales.

Hipotesis
La definicion de la RVS a las 24 semanas de la finalizacion del tratamiento
antiviral es un parametro arbitrario. Conocer esta variable lo mas precozmente

posible puede mejorar el manejo de los pacientes TH con infeccion por VHC.

Objetivo
Evaluar la validez de la determinacion del ARN del VHC a las 12 semanas
post-tratamiento para predecir la RVS en pacientes trasplantados hepaticos

tratados con peg-IFN-a y ribavirina

Pacientes y métodos
- Se disefid un estudio retrospectivo, observacional, de pacientes seguidos de
forma prospectiva tratados con Peg-IFN-a y RBV tras la recurrencia de la

infeccion por VHC después del TH.

-Se utilizé una cohorte pacientes TH por VHC entre 2001 y 2010 Hospital
Universitari Vall d’Hebron. Se seleccionaron los pacientes que habian
alcanzado una RFT y de los que habia disponible una determinacion de ARN-
VHC a las semanas 4 (opcional), 12 y 24 tras la finalizacién del tratamiento

antiviral.
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-Se definié valor predictivo positivo (VPP) como la probabilidad de que la RVS

ocurra en pacientes que presenten ARN-VHC negativo a las 12 semanas tras

la finalizacién del tratamiento antiviral.

-La determinacion de ARN-VHC se realizo:

Entre 2001-2006

PCR-cualitativa (limite de deteccién 50 Ul/mL)

PCR-cuantitativa (limite de deteccion 600 Ul/mL)

Entre 2007-2010

PCR a tiempo real (TagMan, limite de deteccién 15 Ul/mL)

Resultados

1.

3.

En el estudio se incluyeron 57 pacientes (RFT). De estos, 45 (79%)
alcanzaron la RVS.
El ARN-VHC se determiné en 43 pacientes (75%) mediante PCR
cualitativa y cuantitativa y en 14 pacientes (25%) mediante PCR en
tiempo real.
Cincuenta y dos (91%) pacientes tenian determinacién de ARN-VHC a la
semana 4 tras la finalizacién del tratamiento antiviral, siendo indetectable
en 46 pacientes (88.5%), de estos 45 alcanzaron la RVS.

A todos los pacientes se les realizé determinacion de ARN-VHC a la
semana 12 tras la finalizacion del tratamiento antiviral. EIl ARN-VHC era
indetectable en 45 de esos 57 pacientes (79%) vy todos alcanzaron la

RVS (100%) (tabla 4).
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5. En los 12 pacientes que recurrieron, la mediana de la carga viral en la
semana 12 post-tratamiento fue 6.4 Ul/mL (rango, 5.6—6.7 Ul/mL), sin
diferencias significativas con los niveles pre-tratamiento 6.4 Ul/mL

(rango, 3.8-8.2 Ul/mL).

Tabla 4. VPP de la determinacion en suero del ARN-VHC a las semanas
4 y 12 tras la finalizacion del tratamiento antiviral para identificar a los

pacientes que alcanzaran la RVS.

Pacientes* RVSt VPP (95% IC)
Fin de tratamiento 57 45 79% (66.8-87.5)
Semana +4§ 46 45 85.7% (48.7-97.4)
Semana +12 45 45 100% (75.8-100)
Semana +24 45 45 100% (75.8-100)

* Numero de pacientes con ARN-VHC indetectable en suero

t Numero de pacientes con RVS a las 24 semanas de finalizar el tratamiento

§ Grupo de 52 pacientes con determinacién de ARN-VHC a las 4 semanas tras
la finalizacion del tratamiento

VPP, valor predictivo positivo; RVS, respuesta viral sostenida
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CLINICAL AND TRANSLATIONAL RESEARCH

Twelve-Week Posttreatment Follow-Up to Predict
Sustained Virologic Response for Recurrent Hepatitis C
Infection in Liver Recipients

Isabel Campos- Varela,™? Lluis Castells,”%” Juan Ignacio Esteban,”? Marta Bes,>”
Francisco Rodriguez-Frias,>* Gonzalo Sapisochin,” Helena Allende,’ Ramén Charco,” and Rafael Esteban™?

Background. The current standard for determining sustained virologic response (SVR) in patients treated for hepatitis
C virus (HCV) infection is undetectable serum HCV-RNA 24 weeks after treatment. This study evaluates the value of
HCV-RNA determination at 12 weeks posttreatment (W+12) to predict SVR in liver transplant (LT) patients treated
with pegylated interferon and ribavirin for recurrent HCV infection.

Methods. This study, performed in 2001 to 2010, included HCV-LT patients with an end-of-treatment response
(undetectable serum HCV-RNA) and HCV-RNA testing at 12 and 24 weeks posttreatment (W+12/W+24). HCV-
RNA was detected with a qualitative polymerase chain reaction assay (detection limit 50 ITU/mL) and, when positive,
measured by quantitative PCR (detection limit 600 ITU/mL) up to 2006. Since 2007, a real-time PCR-based test (detec-
tion limit 15 IU/mL) has been used. The positive predictive value (PPV) was defined as the probability that SVR would
occur in patients with undetectable HCV-RNA at W+12 and W+24.

Results. Of 162 patients treated during the study period, 57 (35%) had end-of-treatment response and were included.
Of these, 45 (79%) had SVR and 12 (21%) had virologic relapse. At W+12, HCV-RNA was undetectable in 45 (79%)
patients, all of whom had SVR, yielding a PPV for SVR at W+ 12 of 100% (95% confidence interval, 75.8%—-100%).
Conclusions. Undetectable HCV-RNA at W+ 12 posttreatment has a high PPV for predicting SVR. HCV-RNA testing
to assess SVR at this time point seems as valid as W+ 24 testing and could be considered for predicting SVR in HCV-LT
patients receiving treatment with pegylated interferon and ribavirin.

Keywords: Antiviral treatment, Hepatitis C virus, Liver transplant, Sustained virologic response, Twelve-week post-

treatment follow-up.

(Transplantation 2012;93: 450—453)

hronic infection with hepatitis C virus (HCV) is a fre-

quent cause of cirrhosis and hepatocellular carcinoma
and has become the most common indication for liver trans-
plantation (LT). Graft reinfection is universal (1, 2), and pro-
gression to graft cirrhosis occurs in 10% to 30% of patients at
5 to 7 years after the procedure, conferring a high risk of
decompensation and poor survival (3—-7). Management of
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chronic hepatitis C in LT recipients with recurrent infection
has improved significantly during the past decade, and treat-
ment with pegylated interferon in combination with ribavirin
is associated with viral response in 15% to 50% of patients
(8-13). The goal of HCV treatment is defined as an undetect-
able serum HCV-RNA 24 weeks (W +24) after completion of
treatment (14—16). Nonetheless, this definition is arbitrary,
and the time frame in which relapse occurs within that period
is not known. Based on previous reports in HCV-infected
patients receiving standard interferon (17), Martinot-Peignoux
etal. (18) recently investigated the value of HCV-RNA deter-

¢ Pathology Department, Hospital Universitari Vall d’Hebron, Institut de
Recerca (VHIR), Universitat Autonoma de Barcelona, Barcelona, Spain.

7 Address correspondence to: Lluis Castells, M.D., Ph.D., Liver Unit, Depart-
ment of Internal Medicine, Hospital Universitario Vall d’ Hebron, Pas-
seig Vall d'Hebroén 119-129, 08035 Barcelona, Spain.

E-mail: llcastells@vhebron.net

1.C.-V,, L.C,, and J.LE. wrote the manuscript and M.B., F.R.-F., G.S., HA,,
R.C., and R.E. reviewed the manuscript.

Received 30 September 2011. Revision requested 21 October 2011.

Accepted 7 November 2011.

Copyright © 2012 by Lippincott Williams & Wilkins

ISSN 0041-1337/12/9304-450

DOI: 10.1097/TP.0b013e318240e9dd

Transplantation * Volume 93, Number 4, February 27, 2012


http://www.transplantjournal.com

© 2012 Lippincott Williams & Wilkins

mination at week 12 (W+12) posttreatment to evaluate
sustained virologic response (SVR), using a sensitive tran-
scription-mediated amplification assay (low-end detection
limit of 5-10 IU/mL). The authors found that negative HCV-
RNA status at W+12 yielded a positive predictive value
(PPV) of 99.7% (95% confidence interval [CI], 99.1%—
100%) for achieving SVR. Furthermore, the same determina-
tion at W+4 showed a PPV of 96% (95% CI, 93.1%-98.1%).

In LT recipients, as in nontransplanted HCV patients,
relapse generally occurs soon after therapy has been discon-
tinued. However, the value of W12 viral load has not yet
been evaluated in the LT setting, in which immunosuppres-
sive treatment might modify the dynamics of HCV relapse.
Because earlier identification of treatment outcome may be
very helpful in patients at risk of other HCV-unrelated liver
damage (i.e., rejection), the aim of this study was to retro-
spectively assess the value of serum HCV-RNA determina-
tion at W+12 and W+4 posttreatment to predict SVR in a
population of LT patients treated with pegylated interferon
and ribavirin for recurrent HCV infection.

RESULTS

Of 162 patients who received antiviral treatment, 57
(35%) had an end-of-treatment response (ETR) and were
included in the study. At the end of the W+ 24 posttreatment
follow-up, 45 (79%) had SVR and 12 (21%) had virologic
relapse. The patients’ characteristics are shown in Table 1.
Forty-three (75%) of them were genotype 1 and 14 (25%)
were genotype 2 or 3. The median interval between LT and
antiviral treatment was 10 months (range, 1-240 months).

Fibrosis stage within the cohort was F 0—1in 37 (65%),
F2-4in 17 (30%), and F 5-6in 3 (5%) patients. At the end of
treatment, serum alanine levels (alanine aminotransferase)
were 26 IU/mL (range, 21-35 IU/mL) and 21 IU/mL (range,
15-44 TU/mL) in SVR and virologic relapse, respectively
(P=ns).

HCV-RNA was assessed by qualitative and quantitative
PCRin 43 patients (75%) and by real-time PCR in 14 patients
(25%).

Week 4 Posttreatment

Of the 57 patients with ETR, 52 (91%) underwent an
HCV-RNA determination 4 weeks after the end of treatment.
HCV-RNA was undetectable in 46 patients (88.5%), and 45 of
these achieved SVR. At this point, only a qualitative assay was
performed. PPV was 85.7% (95% CI, 48.7%-97.4%) (Table 2).

The only patient with undetectable HCV-RNA at W+4
posttreatment who experienced relapse was a genotype 1 pa-
tient who later achieved SVR in a second treatment course
lasting 72 weeks.

It is worth mentioning that none of the patients with
positive HCV-RNA testing at W+4 had attained rapid viro-
logic response during treatment.

Weeks 12 and 24 Posttreatment

All patients underwent a follow-up visit at week 12 after
treatment. HCV-RNA was undetectable in 45 of 57 patients
(79%), all of whom achieved SVR (100%). Thus, the PPV of
undetectable HCV-RNA at W+12 for SVR was 100% (95%
CI, 75.8%-100%), which is the same predictive value of the
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TABLE 1. Baseline characteristics of patients with end-
of-treatment virologic response
Number of patients with ETR 57 (35)
Male, n (%) 37 (65)
Age (yr), median (range) 57 (28-72)
Alanine aminotransferase, IU/mL, 183 (110-314)
median (range)
Pretreatment viral load, log ITU/mL, 6.4 (3.8-8.2)
median (range)
Genotype, n (%)
1 43 (75)
2 2 (4)
3 12 (21)
Fibrosis stage,” n (%)
0-1° 37 (65)
2-4 17 (30)
5-6 3(5)
Immunosuppression, n (%)
Tacrolimus 10 (18)
Tacrolimus/mycophenolate mofetil 31 (54)
Tacrolimus/steroids 1(2)
Tacrolimus/everolimus 12 (21)
Cyclosporine 3(5)
Interval between LT and antiviral 10 (1-240)
treatment (mo), median (range)
Sustained virologic response, n (%) 45 (79)
Virologic relapse, n (%) 12 (21)

“ Ishak scoring system.

¥ Patients with FO were those patients treated in the acute phase of HCV
infection.

ETR, end-of-treatment response; LT, liver transplantation.

TABLE 2. Predictive value of serum HCV-RNA at 4 and
12 wk after antiviral treatment for identifying patients who
will achieve SVR

Patients” SVR® PPV (95% CI)
End of treatment 57 45 79% (66.8-87.5)
Week+4¢ 46 45 85.7% (48.7-97.4)
Week+12 45 45 100% (75.8-100)

“ Number of patients with undetectable serum HCV-RNA.

” Number of patients with SVR at the end of 24 wk posttreatment.

¢ Group of 52 patients who had a week 4 posttreatment follow-up visit.

CI, confidence interval; HCV, hepatitis C virus; PPV, positive predictive
value; SVR, sustained viral response.

W24 viralload, currently used for the SVR definition. In the
12 relapsers, W+12 viral load was 6.4 IU/mL (range, 5.6—6.7
IU/mL) and was not significantly different from the baseline
value 6.4 IU/mL (range, 3.8—8.2 IU/mL). There were no re-
lapses after W+12.

DISCUSSION
HCV-RNA testing 24 weeks after the end of antiviral
treatment is the accepted reference standard for assessing the
success of antiviral therapy in chronic hepatitis C infection.
When patients have undetectable HCV-RNA at this time
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point, they are considered to have SVR, which has been corre-
lated with persistent eradication of infection (14, 15, 19, 20). Al-
though the value of posttreatment W+ 12 viral load has been
reported in nontransplanted patients (17, 18, 21), to our knowl-
edge, this study is the first to evaluate this parameter to predict
SVR in the transplant setting. The results suggest that HCV-
RNA testing at W+ 12 using a sensitive assay (detection limit 50
or 15IU/mL) can be considered as appropriate as W+ 24 testing
to establish SVR in LT recipients. In this special population, im-
munosuppressant therapies do not seem to modify the dynam-
ics of HCV relapse, with viral load returning early to values
similar to those at baseline, although our sample size is too small
to draw definitive conclusions. The promising data obtained for
W+4 reinforce the observation that virologic relapse occurs
early after treatment, but again, due to the limited number of
patients, additional studies are required.

Results similar to ours have been reported recently in a
study including human immunodeficiency virus-infected pa-
tients with HCV coinfection. In the 104 patients with ETR, a
PPV of 100% at W+ 12 was found using a quantitative HCV-
RNA PCR assay with a detection limit of 15 IU/mL (22).

W+12 viral load testing has been reported in studies
using a variety of tests with different low-end detection limits,
and all have shown its value for predicting SVR. Similarly, the
W+ 12 PPV is independent of the type of interferon used (pegy-
lated or not), and whether ribavirin is added (17, 18, 21, 22).

Early determination of treatment response may simplify
patient care and reduce costs associated with monitoring, but,
most importantly, in the particular setting of LT patients, early
assessment of posttreatment response is of special importance
because this population is at risk of developing complications
(e.g., rejection), and early exclusion of relapse facilitates their
recognition and prompt treatment. Furthermore, a shorter post-
treatment follow-up may allow earlier consideration of retreat-
ment with new directly acting antiviral agents.

In conclusion, HCV-RNA testing at 12 weeks after
completion of treatment in LT recipients is as useful as testing
at 24 weeks to establish SVR. The use of this parameter as a
new definition for SVR can improve the patients’ quality of
life and posttreatment recovery from drug-related side effects
and reduce the cost of treatment follow-up.

MATERIALS AND METHODS

Patient Selection

We reviewed the medical records of all adult patients who underwent LT
for HCV-associated end-stage liver disease at Hospital Universitari Vall
d’Hebroén, Barcelona, Spain. Patients who received pegylated interferon and
ribavirin combination therapy between August 2001 and June 2010 for re-
current hepatitis C after LT and achieved an end-of-treatment response were
included in the study.

Recurrent hepatitis C was established on the presence of histological fea-
tures of hepatitis C (lobular and portal inflammation) in patients with de-
tectable HCV-RNA after excluding all other causes of histological injury,
including graft rejection, biliary or vascular complications, ischemic damage,
and other confounding viral infections. Prospectively collected data were
retrospectively analyzed.

Immunosuppression

The immunosuppression protocol for HCV-infected LT recipients at our
center was changed during the study period (2004) from tacrolimus and
steroids to tacrolimus (Prograf; Astellas Pharma GmbH, Munich, Germany)
and mycophenolate mofetil (CellCept; Roche Pharmaceuticals Inc., NJ) with
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or without low-dose steroid therapy. Tacrolimus was started at standard
doses and adjusted to achieve a 10 to 15 ng/mL blood trough level during the
first weeks. MMF was started at 1 to 2 g/day, depending on white blood cell
count; 20 mg of methylprednisolone was administered daily, and the dose
was progressively tapered over the 6 months after LT. Patients with pretrans-
plant serum creatinine more than 1.5 mg/dL received basiliximab (Simulect;
Novartis, Novartis Pharma AG, Bassel, Switzerland), MMF, and steroids
with later introduction of a lower dose of tacrolimus. Everolimus was per-
mitted 4 to 6 months after surgery, either alone or in combination with
calcineurin inhibitors or mycophenolate. Tacrolimus was switched to cyclo-
sporine when necessary due to side effects.

Treatment Regimen

For HCV genotype 1 patients, pegylated interferon a-2b (Peg-Intron;
Schering-Plough, Inc., Kenilworth, NJ) and ribavirin (Rebetol; Schering-
Plough, Inc.) were administered for 24 weeks. If HCV-RNA tested positive at
that time, treatment was stopped, and if negative, the patient completed 48
weeks of treatment. Patients with genotype 1 were treated for 48 weeks, and
those requiring a second treatment were treated for 72 weeks. Patients in-
fected with genotypes 2 and 3 were treated for 24 weeks. Pegylated interferon
was initiated at 1.5 ug/kg and was reduced to 1.0 ug/kg when neutrophils
dropped below 1.5X10°/L or platelets dropped below 50X 10°/L. When neu-
trophil count was less than 1.0X10°/L, filgrastim (Neupogen 30; Amgen SA,
Barcelona) was initiated (300 mg once or twice weekly) to maintain neutro-
phils above 1.0 10°/L. Until 2003, ribavirin was started at 600 mg/day, and
the dose was modified according to hemoglobin levels. If there was no de-
crease in hemoglobin, daily dose was increased to 800 mg/day. Since 2003,
ribavirin has been started at 800 to 1200 mg/day, depending on the patient’s
weight. When hemoglobin dropped below 9 g/dL, ribavirin dose was reduced
to 400 mg/day, and if hemoglobin did not increase within 2 weeks, darbepo-
etin alpha (Aranesp 50; Amgen SA, Barcelona, Spain) was started (50—100
mg, once weekly) to maintain hemoglobin above 10 g/dL.

Study Design

Patients were included if they completed treatment, presented an end-of-
treatment virologic response defined as undetectable serum HCV-RNA, and
had W+12 and W+ 24 posttreatment follow-up serum HCV-RNA determi-
nations. Availability of the 4-week posttreatment follow-up viral load was
not essential.

Virologic Evaluation

From 2001 to 2006, HCV-RNA was detected by a qualitative polymerase
chain reaction assay (Cobas Amplicor HCV Test v2.0; Roche Molecular Di-
agnostics, Barcelona, Spain; detection limit 50 IU/mL) and, when positive,
measured by a quantitative PCR assay (Cobas Amplicor HCV Monitor Test
v2.0; Roche Molecular Diagnostics; detection limit 600 IU/mL). At W+4,
only the qualitative assay was performed. Since 2007, a real-time PCR-based
test (Cobas Ampliprep/Cobas TagMan; Roche Molecular Diagnostics; detec-
tion limit 15 IU/mL) has been used for HCV detection.

HCV genotyping was performed by line probe assay (Inno-LiPA II; Inno-
genetics, Antwerp, Belgium).

Virologic Response

ETR was defined as undetectable serum HCV-RNA at the end of therapy
and nonresponse as detectable serum HCV-RNA at the end of treatment.
Virologic relapse was defined as undetectable serum HCV-RNA at the end of
treatment and detectable serum HCV-RNA at the W+24 posttreatment
follow-up. SVR was defined as undetectable serum HCV-RNA at the W+24
posttreatment follow-up. Rapid virologic response was defined as negative
HCV-RNA at week 4 of therapy (14).

Liver Histology

Liver biopsy was performed before the start of therapy in all patients, and
patients were treated if there was histological evidence of lobular hepatitis
consistent with recurrent HCV and no signs of acute or chronic rejection, biliary
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obstruction, or ischemic damage. Fibrosis was assessed by the Ishak scoring sys-
tem (23). In patients treated in acute phase, fibrosis was no present (10).

Statistical Analysis

The patients’ descriptive statistics were reported. Data are presented as
medians and range and categorical variables as frequency and percentage.
Normality was determined by the Shapiro-Wilk test.

The comparison of continuous variables at different time points (out-
come of posttreatment viral load) was performed using the Wilcoxon signed-
rank test. Results are expressed as odds ratios with 95% CIs. The PPV was
defined as the probability that the outcome of interest (SVR) would occur in
patients fulfilling the criteria (undetectable HCV-RNA) at 12 and 24 weeks
after completion of treatment. Data were analyzed with SPSS software (15.0,
SPSS Inc., Chicago IL).
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VI. Discusion

Estudio 1: Resultados del tratamiento antiviral precoz versus tardio en la

recurrencia de la infeccion por VHC en pacientes receptores de trasplante

hepatico

En este estudio se evalué el momento de iniciar el tratamiento antiviral en los
pacientes portadores de TH por infeccion por VHC. Para esto se utilizd una
cohorte de pacientes portadores de trasplante hepatico por VHC, dividiéndolos
de forma retrospectiva en 2 grupos segun hubiesen recibido tratamiento en el
momento de la fase aguda de la recurrencia de la infeccion por VHC o en la
fase de hepatitis cronica establecida.

El presente estudio corrobora los resultados del estudio previo (67)
confirmando que realizar el tratamiento antiviral en la fase aguda de la
recurrencia de la infeccién por VHC en el post-TH es eficaz, seguro y bien
tolerado. A pesar del potencial riesgo de rechazo agudo en esta fase precoz
(100,101), nuestros resultado demuestran que con un estrecho seguimiento de
los niveles de inmunosupresores, la tasa de rechazo agudo similar en ambos
grupos de pacientes. Tampoco hay diferencias en cuanto al numero de
infecciones por CMV, transfusiones recibidas, uso de EPO o de G-CSF.

La menor frecuencia del genotipo CC de la IL28B en los receptores de TH es
congruente con el papel de éste en la curacién espontanea de la infeccion por
VHC y la sensibilidad a IFN (85-89). Aunque la distribucién de los genotipos de
IL28B entre los receptores fue similar en ambos grupos, independientemente

del grupo de tratamiento, el hallazgo de una mayor frecuencia de genotipo CC
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de la IL28B entre los donantes tratados en la fase aguda merece un analisis.
Este hallazgo es consistente con lo descrito previamente por otros grupos
(72,90), de modo que en los pacientes con recurrencia de la infeccion por VHC
post-TH, describen una mayor progresién de la fibrosis en pacientes con un
genotipo CC de la IL28B del donante, sugiriendo que aunque este haplotipo se
haya asociado con una mayor RVS, en ausencia de tratamiento antiviral la
evolucion de la recidiva es mas agresiva y la progresion a cirrosis aumenta y la
supervivencia disminuye. En nuestro estudio la asignacién al grupo de
tratamiento fue hecha de forma retrospectiva, pero estos pacientes que
recibieron tratamiento en la fase aguda, excepto los pacientes tratados en el
seno del estudio previo (67), fueron pacientes con una recidiva clinica mas
grave, y uno de los factores que puede estar relacionado con este hecho es el
genotipo de la IL28B del donante. Se necesitan de todas maneras mas
estudios para confirmar este hecho. De ser asi, esta seria una variable a tener
en cuenta para tomar la decision de iniciar el tratamiento antiviral en el
momento mas precoz posible.

Otro aspecto a destacar es la posibilidad de seleccionar los donantes mas
adecuados para cada paciente, eligiendo el perfil mas favorable para los
pacientes con infeccion por VHC. Un primer paso necesario seria disponer de
tecnologia para poder conocer de forma rapida y barata el genotipo del
donante. Si consideramos la posibilidad de asignar los érganos de donantes
CC a receptores con genotipo CC, nos encontrariamos con un 33% de
pacientes que tendrian mas de un 80% de posibilidades de alcanzar la RVS. La
desventaja de este planteamineto seria que de acuerdo con los hallazgos

recientes y nuestros propios resultados, los pacientes que no son capaces de
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alcanzar la RVS o no pueden recibir tratamiento tienen un mayor riesgo de
eventos adversos (recurrencias mas graves, progresion a cirrosis) (72, 90). En
lo que respecta a los pacientes no-VHC habria que tener en cuenta si esto
tendria consecuencias negativas, como por ejemplo una mayor frecuencia de
rechazo agudo en los receptores con un genotipo CT/TT (102), aunque los
datos son solo en relacion al receptotor y esto no se ha confirmado en otros
estudios (73). Otro abordaje seria el de no asignar a los receptores con
genotipo desfavorable o6rganos de donantes con criterios ampliados, sin
embargo esta potencial penalizacion de los receptores con genotipo CC o no-
VHC hace inviable este planteamiento.

Finalmente, es de esperar que el impacto del genotipo de IL28B en la RVS
quede diluido si los tratamientos con los AA-D finalmente se convierten en una
realidad para los pacientes trasplantados hepaticos (103, 104).

La tasa de RVS, sin embargo, es la misma independientemente del momento
en que se realice el tratamiento. Analizando los 105 pacientes conjuntamente,
solo 2 variables se asociaron con la RVS en el analisis multivariado; alcanzar la
RVR y completar el tratamiento. Ambas son variables asociadas a la RVS en
estudios previos (75). Al analizar la cohorte en funcion del momento del
tratamiento ninguna variable logré alcanzar la significancia en el analisis
multivariado, en relacion a la pérdida de fuerza del andlisis por el pequefio
numero de pacientes alcanzando los resultados de variables relacionadas.
Nuestro estudio identifica un subgrupo de pacientes con mayor mortalidad
(bilirrubina pre-tratamiento >2 mg/dl, receptores de un donante > 60 afios y
pacientes que no alcanzan la RVS). Entre los pacientes que reciben

tratamiento en la fase aguda las variables asociadas con la mortalidad fueron la
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bilirrubina pre-tratamiento >2 mg/dL recibir un injerto de un donante > 60 afios,
mientras que en los pacientes tratados en fase crénica solo la bilirrubina >2
mg/dL. La recidiva de la infeccion por VHC tras el TH en forma colestasica es
de conocido peor prondstico (15,16) y es el unico factor que se mantiene en
nuestro analisis independientemente del momento del tratamiento. La
identificaciéon de este subgrupo de pacientes con peor prondstico permite que
se puedan beneficiar de tratamientos precoces, ya que la mortalidad se asocia
no con el momento del tratamiento antiviral, si no de las caracteristicas del
paciente antes de empezar el tratamiento. Merece la pena comentar que la
generalizacion de esta estrategia conllevaria tratar pacientes con poco riesgo
de desarrollar fibrosis avanzada con el consiguiente ahorro tanto en efectos
secundarios y mala calidad de vida como de gasto econdmico con lo que la
necesidad de la identificacion precoz de los pacientes en elevado riesgo de
presentar una evolucion desfavorable es primordial.

Todo esto nos hace pensar que la indicacion del tratamiento antiviral en el
momento de diagnosticar la recidiva de la infecciéon por VHC es seguro y
aplicable en pacientes cuidadosamente seleccionados, sin esperar a estadios
mas avanzados, planteando incluso iniciar en estos pacientes con peor

prondstico los tratamientos con los nuevos farmacos AA-D.
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Estudio 2. Predictores precoces de respuesta al tratamiento antiviral de la

recurrencia de la infeccion por VHC en pacientes receptores de trasplante

hepatico

En este estudio, la regresion logistica (105) se utiliza para identificar la
combinacion de variables mas precisa y sencilla para reconocer el subgrupo de
pacientes con pocas posibilidades de responder al tratamiento antiviral. Se
sigue un procedimiento exhaustivo y jerarquico para identificar el mejor modelo
prondstico. Una vez identificado su resultado se expresa mediante una tabla
facilmente interpretable con las probabilidades estimadas para cada uno de los
patrones correspondientes a todas las posibles combinaciones de las variables
predictoras (92-94).

A nuestro entender, un hecho novedoso de esta tesis es la observacion de que
los pacientes pueden ser estratificados segun la probabilidad de alcanzar la
RVS en el primer mes de tratamiento y segun esto decidir qué esquema
terapéutico seguir.

No podemos olvidar 2 puntos fundamentales; el primero es qué la mejor
estrategia de estratificacion no esta todavia definida ni se puede generalizar, el
estudio 2 sefala unas variables, que se han de confirmar en otras cohortes vy
han de ser comparadas con las estrategias sugeridas por otros grupos (71). La
ventaja fundamental de esta estratificacion en el primer mes es un modelo
potente y que permite testar las opciones de curacion de cada paciente,
incluyendo un parametro cinético muy potente, segregando a los pacientes en
2 grupos. El segundo es que actualmente la indicacién de los nuevos AA-D no

puede ser por ahora generalizada, ni el tratamiento estandar deba ser
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rechazado por tener un genotipo de la IL28B desfavorable este enfoque nos
permite racionalizar el uso de ambas estrategias.

Un estudio reciente (71) aborda la estratificacion con variables sencillas de la
probabilidad de respuesta al tratamiento antiviral en los pacientes TH. El
abordaje metodolégico es diferente, ya que con las 4 variables identificadas
como predictoras independientes de la RVS (genotipo del receptor de la IL28B,
carga viral basal, edad del donante y el tipo de inmunosupresion) realizan
combinaciones del genotipo de la IL28B con las otras 3 para aumentar su
capacidad predictiva. Los resultados obtenidos muestran que cuando se
combinan el genotipo del receptor de la IL28B (CC/no-CC) y la carga viral basal
las probabilidades de responder varian del 80 al 21% (p<0.001), con la edad
del donante oscilan entre 69 y 20% (p=0.004) y al combinarlo con el tipo de
inmunosupresion entre 69 y 20% (p=0.004).

En nuestra cohorte el modelo testado unicamente con predictores basales tiene
una potencia predictora menor, que cuando se incorpora la variable dinamica
de respuesta viral a la semana 4. Esto junto con que el tratamiento estandar en
el momento actual es el basado en Peg-IFN y RBV nos hace apostar por este
abordaje dinamico.

La presentacién de los resultados de la regresion logistica en forma de tabla
con estratos y riesgos asociados facilita su interpretacion por el clinico y por el
investigador y puede contribuir al disefio de nuevos modelos y a su

incorporacion a la practica clinica y al proceso de toma de decisiones.
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Estudio 3. Monitorizacion de ARN-VHC a la semana 12 tras tratamiento

antiviral para predecir la respuesta viral sostenida en pacientes con

recurrencia de infeccion por virus hepatitis C tras trasplante hepatico

La negatividad del ARN-VHC a las 24 semanas tras la finalizacion del
tratamiento antiviral es la determinacion aceptada para comprobar la
efectividad del tratamiento antiviral estandar. Cuando el ARN-VHC es negativo
en este punto se considera que los pacientes han alcanzado la RVS, y esta se
correlaciona con la erradicacién de la infeccion (40). Sin embargo, este espacio
de 24 semanas es una eleccion arbitraria, ya que el momento dentro de este
periodo en el que se produce la recurrencia no ha sido evaluado.

Nuestro estudio confirma los datos descritos previamente en pacientes
inmunocompetentes (39,106,107) y en pacientes con co-infeccién por VIH (99)
tratados con tratamiento antiviral estandar. Los resultados obtenidos sugieren
que la determinacién del ARN-VHC a las 12 semanas con una técnica sensible
(limite de deteccidén 15 6 50 Ul/mL) es igual de eficaz que la determinacion a
las 24 semanas para establecer la RVS en pacientes receptores de TH. Los
valores obtenidos en la determinacién a la semana 4 indican que la recurrencia
ocurre de manera muy precoz tras la finalizacion del tratamiento aunque el
pequefo numero de pacientes impide extraer conclusiones definitivas.

No parece tampoco que el tratamiento inmunosupresor influya en la dinamica
de la recurrencia del VHC, con cargas virales similares a los que presentaban
pre-tratamiento.

Tampoco parece que afecte a estos resultados el tipo de interferon usado o el

empleo o no de ribavirina (39,98,106,107).
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Conocer precozmente la curacion o recurrencia de la infeccion por VHC
consigue simplificar los controles y anticipar la posibilidad de un re-tratamiento.
Esto adquiere una mayor relevancia en el manejo de los pacientes TH, por ser
una poblacién en riesgo de presentar alteraciones de la bioquimica hepatica
por diferentes motivos. El diagndstico diferencial al que solemos enfrentarnos
cuando estamos ante un paciente portador de un TH con infeccion VHC vy
alteracion de las pruebas hepaticas en las semanas siguientes a la finalizacidon
del tratamiento antiviral es, una vez descartada la patologia obstructiva, si nos
hallamos ante un episodio de rechazo hepatico o ante un brote de hepatitis por
el VHC. Esta disyuntiva tiene implicaciones terapéuticas muy importantes y
actuar con rapidez es crucial es este contexto. En caso de rechazo se requiere
el ajuste de las dosis de los inmunosupresores y en caso de recidiva por el
VHC, el reconocimiento precoz de la misma permite reducir la inmunosupresion
(minimizando asi los efectos secundarios de la misma) y realizar posible re-
tratamientos de manera precoz (74), especialmente ahora que las posibilidades

terapéuticas se han ampliado.

Resumen global

En resumen, la indicacion de inicio de tratamiento, retirada y re-tratamientos
precoces van ligadas a la intencidn de obtener de mejores resultados de RVS.
Es un proceso en constante modificacion segun los tratamientos y el
conocimiento de los factores implicados se amplia, llevandose a cabo un
manejo global desde la indicacidn del tratamiento antiviral hasta el diagnostico

de la curacion.
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Limitaciones

La limitacion fundamental de los estudios que componen esta tesis es que se
trata de estudios retrospectivos, en que las decisiones sobre el tratamiento de
cada paciente se tomaron de forma individual, siempre bajo el mismo criterio
médico.

En segundo lugar el numero de pacientes es relativamente bajo. Esto se pone
de manifiesto en el escaso numero de pacientes que alcanzan las variables
que se pretenden analizar. En el estudio 1 seguramente esto es lo que impide
extraer mas conclusiones sobre las variables asociadas a la RVS en cada
grupo. En el estudio 2 al realizar la estratificacion, el numero de pacientes es
limitado y esto dificulta obtener conclusiones definitivas en alguno de los
grupos e impidiendo también construir una cohorte de validacion interna con
nuestros pacientes. Esto hace necesario la comprobacién de estos resultados
por otros grupos para poder generalizar las conclusiones obtenidas.

Por ultimo, la aplicabilidad de estos resultados puede ser limitada con la
incorporacion de los nuevos AA-D, ya que los esquemas terapéuticos
cambiaran, pero creemos que las bases para identificar a los pacientes de
mayor riesgo y la busqueda de herramientas que permitan estratificar a los
pacientes para hacer un uso racional de los farmacos disponibles son de

utilidad y no perderan vigencia, aunque habran de ser matizados.
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Proyectos futuros

Los estudios que conforman esta tesis tienen como finalidad principal mejorar
el manejo clinico y aumentar la supervivencia de los pacientes TH con infeccidn
por VHC, llegando al manejo individualizado y mas racional posible, en base
las caracteristicas de donante y receptor y a variables dinamicas como son las

bioquimicas y virolégicas.

La incorporacion a la practica clinica de los nuevos antivirales abre un nuevo
campo, con la necesidad de revisar y adaptar las indicaciones y algoritmos en
uso, asi como asegurar la seguridad en este grupo de pacientes.

La dramatica mortalidad de las recidivas fibrosantes colostasicas sugiere que la
evaluacion en ensayos terapéuticos que incluyan los nuevos AA-D puede tener

un gran impacto en la evolucion de estos pacientes.

De manera analoga los pacientes portadores de TH con co-infeccién por VIH
representan un subgrupo de especial complejidad dada la mayor progresién de
la fibrosis por el VHC y la menor tasa de RVS con el tratamiento convencional
en comparaciéon con los monoinfectados por VHC, y en los que las
interacciones farmacologicas dificultan mas aun los tratamientos. Se trata pues
de otro grupo de pacientes en los que estamos sumamente interesados en
explorar la aplicabilidad de las conclusiones extraidas en los estudios
presentados y en los que se han de realizar ensayos terapéuticos para evaluar

la seguridad y eficacia de los nuevos tratamientos.
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Consideramos de sumo interés la creacion de algoritmos prondsticos rigurosos
y de facil uso, la validacion externa de los resultados obtenidos invita a plantear
estudios colaborativos que nos permitan reforzar las conclusiones extraidas

para que puedan ser generalizables.
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VIl. Conclusiones

1.

El tratamiento antiviral en la fase aguda de la recurrencia del VHC en
el TH es tan seguro y tolerable como en la fase crénica, sin aumentar
el riesgo de rechazo, pero no aumenta la RVS.

Las variables asociadas con la RVS son la RVR y completar el
tratamiento.

Las variables asociadas con la mortalidad son la bilirrubina pre-
tratamiento >2 mg/dL, recibir un érgano de un donante mayor de 60
afnos y no alcanzar la RVS.

En los pacientes trasplantados hepaticos con infeccion por VHC
genotipo 1, el polimorfismo del receptor de la IL28B, la obtencion de
la RVR y la edad del donante permiten identificar precozmente
aquellos pacientes con escasas probabilidades de responder al
tratamiento antiviral con Peg-interferon-a y ribavirina.

La negatividad del ARN-VHC a las 12 semanas tras la finalizacion del
tratamiento antiviral predice la RVS con la misma fiabilidad que a la

semana 24.
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