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Resumen

En 2016 la organizacion mundial de la salud (OMS) marcé el objetivo de eliminar las
hepatitis virales en 2030, mediante la reduccion de la tasa de nuevas infecciones y
muertes por el virus de la hepatitis C (VHC) y el virus de la hepatitis B (VHB). Los
antivirales de accién directa (AAD) para el tratamiento del VHC son altamente efectivos,
tienen pocos efectos adversos y contraindicaciones por lo que su uso estd ampliamente
recomendado y aceptado. El desarrollo de nuevas pruebas que permiten la
descentralizacion del diagnostico y las estrategias de cribado en poblaciones de riesgo
o vulnerables podrian incrementar los casos detectados. Las medidas preventivas contra
la infeccion por el VHB, las estrategias de prevencion de la transmision vertical y la
mejoria del cribado de hemoderivados y prevencion de la transmision nosocomial
podrian disminuir la incidencia de nuevas infecciones por VHC y VHB. El objetivo de esta
tesis doctoral es evaluar el impacto a largo plazo del tratamiento con antivirales de accion
directa, validar una nueva técnica diagndstica para las hepatitis virales crénicas e
implementar una estrategia para recuperar pacientes infectados por el VHC perdidos en

el seguimiento. En esta tesis doctoral se han incluido tres estudios:

El primer estudio tiene como objetivo describir el seguimiento a largo plazo de un grupo
de pacientes con enfermedad renal crénica avanzada e infeccion por VHC tratados con
antivirales de accion directa en 2015. Sesenta y seis pacientes fueron seguidos durante
una media de 4.5 [3.7-5.1] afios. La gran mayoria (53, 80.3%) presentaban enfermedad
renal cronica (ERC) estadio 5 y estaban bajo terapia renal sustitutiva (TRS) antes del
tratamiento con AAD. Durante el seguimiento no se observaron cambios en los niveles
de creatinina ni en la tasa de filtrado glomerular estimado (TFGe) en los 41 pacientes
gue no recibieron un trasplante renal. Por el contrario, se observé un incremento de la
TFGe en los 8 pacientes que presentaban una ERC estadio 3b-4 al inicio del tratamiento
con AAD. A nivel hepatico, ningun paciente preciso trasplante hepético, si bien 2 (5.3%)
presentaron al menos un episodio de descompensacion y se diagnostico 1 (2.6%) caso
de carcinoma hepatocelular. La mortalidad fue elevada (18, 27.3%) y principalmente
relacionada con procesos neoplasicos y eventos cardiovasculares. A pesar de ello, la
tasa de supervivencia de nuestra cohorte fue significativamente superior a la observada
en una cohorte histérica de pacientes bajo TRS de la Organizacion Catalana de
Trasplantes (OCATT).
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El segundo estudio tuvo como obijetivo evaluar el rendimiento diagndstico de las tarjetas
de separaciéon de plasma (TSP) para sangre seca almacenadas para el diagnéstico del
VHC, VHB y virus de la hepatitis D (VHD). El estudio se realiz6 en las consultas externas
del Hospital Universitari Vall d’Hebron. Se incluyeron 201 pacientes con hepatitis virales
cronicas y se compararon los resultados de la sangre seca con muestras de sangre
venosa. La sensibilidad y especificidad de las muestras de sangre seca en TSP para el
diagnostico seroldgico de las tres hepatitis virales fue alta (anti-VHC: 98.7%, 100%;
HBsAQ: 98.4%, 96.2%; anti-VHD: 84.6%, 100%). La sensibilidad de las muestras de
sangre seca en TSP para el diagnostico molecular del ARN-VHC fue del 100%. La
sensibilidad para la deteccion del ADN-VHB fue baja (53.8%). No obstante, esta
sensibilidad aumenté hasta un 95.7% en los pacientes con ADN-VHB mayor a 2000
Ul/mL. Este ultimo resultado apunta a que el diagnostico molecular del VHB mediante
TSP es util para evaluar la necesidad de tratamiento del VHB. La sensibilidad para el
diagnéstico del ARN-VHD fue del 70%. La correlacion de las muestras de sangre seca
en TSP fue muy alta con las muestras de sangre venosa. Ademas, se realiz6 un estudio
piloto en el municipio de Cubal (Angola) que mostré la viabilidad para usar estos

dispositivos en el diagndéstico de las hepatitis virales en regiones con escasos recursos.

El tercer y ultimo estudio tiene como objetivo recuperar pacientes previamente
diagnosticados de infeccion por VHC no tratados con AAD y perdidos en el seguimiento.
Para ello se efectué su busqueda a través de los resultados de cargas virales reflejas
realizadas en el laboratorio del Hospital Vall d’Hebron (estrategia ReLink-C). Ademas, se
evaluo la coste-efectividad de la intervencién y el impacto de la pandemia por COVID-19
en la pérdida y recuperacion de pacientes. En total se identificaron 1591 pacientes con
ARN-VHC positivo. Tras la revision retrospectiva de las historias clinicas, 166 (10.5%)
pacientes fueron candidatos a ser contactados y 41 (2.5%) de los ellos recibieron
tratamiento y se curaron. La pandemia por COVID-19 favorecio la pérdida de pacientes
y por lo tanto un mayor porcentaje de casos fue seleccionado para ser recuperado. La

estrategia ReLinK-C demostré ser coste-efectiva en la recuperacion de pacientes.
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Abstract

In 2016, the first global strategy for the elimination of viral hepatitis was launched with
major goals in reducing new infections and deaths from hepatitis C virus (HCV) and
hepatitis B virus (HBV). Direct-acting antivirals (DAASs) for the treatment of HCV are highly
effective, have few adverse effects and contraindications so their use is widely
recommended. The development of new tests that allow decentralized diagnosis and
screening strategies in at-risk or vulnerable populations may increase the number of
cases detected. Preventive measures for HBV infection, strategies to prevent vertical
transmission and improved screening of blood products and prevention of nosocomial

transmission may decrease the incidence of new HCV and HBYV infections.

The aim of this doctoral thesis is to evaluate the long-term impact of direct-acting antiviral
treatment, to validate a new diagnostic test for chronic viral hepatitis and to implement a
strategy to retrieve HCV patients lost to follow-up. Three studies have been included in

this doctoral thesis:

The first paper aims to describe the long-term follow-up of a group of patients with
advanced chronic kidney disease and HCV infection treated with direct-acting antivirals
in 2015. Sixty-six patients were followed for a mean of 4.5 [3.7-5.1] years. The vast
majority (53, 80.3%) had chronic kidney disease (CKD) stage 5 and were on renal
replacement therapy (RRT) prior to DAA treatment. During follow-up, no changes in
creatinine or estimated glomerular filtration rate (eGFR) were observed in the 41 patients
who did not receive a kidney transplant. In contrast, a non-significant increase in eGFR
was observed in the 8 patients with CKD stage 3b-4 at the start of AAD treatment.
Regarding liver disease, 2 (5.3%) patients presented at least one episode of liver
decompensation and 1 (2.6%) case of hepatocellular carcinoma was diagnosed. No
patient required liver transplantation. Mortality was high (18, 27.3%) and mainly related
to neoplastic processes and cardiovascular events. Despite this, the survival rate of our
cohort was significantly higher than that observed in a historical cohort of patients

undergoing RRT of the Catalan Transplant Organization (OCATT).

The second work aims to validate dried blood spots stored in plasma separation cards
(PSC) for the diagnosis of HCV, HBV and hepatitis D virus (HDV). The study was
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performed in the outpatient clinics of Hospital Universitari Vall d’Hebron. We included 201
patients with chronic viral hepatitis and compared the results of dried blood spots with
venous blood samples. The sensitivity and specificity of dried blood spots (PSC) for the
serological diagnosis of the three viral hepatitis was high (anti-HCV: 98.7%, 100%,
HBsAQ: 98.4%, 96.2% and anti-HDV: 84.6%, 100%). The sensitivity of dried blood spots
(PSC) for molecular diagnosis of HCV-RNA was 100%. The sensitivity for HBV-DNA
detection was low (53.8%). Sensitivity increased to 95.7% in those patients with HBV-
DNA greater than 2000 IU/mL. The latter result suggest that molecular diagnosis of HBV
by PSC is useful in assessing the need for HBV antiviral treatment. The sensitivity for
HDV-RNA diagnosis was 70%. The correlation of dried blood spots (PSC) was very high
with venous blood samples. In addition, a pilot study was conducted in the municipality of
Cubal (Angola) which showed the feasibility of using these devices in the diagnosis of

viral hepatitis in regions with scarce resources.

The last work aims to retrieve HCV patients not treated with DAA and lost to follow-up
through the results of reflex viral loads performed in the laboratory of the Vall Hebron
Hospital (ReLink-C strategy). In addition, the cost-effectiveness of the intervention and
the impact of the COVID-19 pandemic on the loss and recovery of patients were
evaluated. In total, 1591 HCV-RNA-positive patients were identified. After a retrospective
review of the medical record of the patients, 166 (10.5%) individuals were candidates for
contact and 41 (2.5%) of them were finally treated and cured. The COVID-19 pandemic
favored the loss of patients and therefore a higher percentage of cases were selected for

retrieval. The ReLinK-C strategy proved to be cost-effective.
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1. Introduccion

1.1. Hepatitis virales

El término hepatitis viral hace referencia a la inflamacion del parénquima hepatico debido
a una infeccion viral que conlleva la destruccion de los hepatocitos y, en mayor o0 menor
medida, un componente de disfuncién hepatica. Existen multiples virus que pueden
producir inflamacion hepatica tales como el virus de Epstein Bar, Citomegalovirus,
adenovirus o el virus causante de la fiebre amarilla. A pesar de ello, el termino hepatitis
viral suele usarse para referirse a la infeccion e inflamacion hepéatica debida a los virus
hepatotropos A, B, C, Dy E. Estos cinco virus presentan una distribucion mundial y estan
asociados a una gran morbimortalidad, especialmente en el caso del virus de la hepatitis
B (VHB) y la hepatitis C (VHC).

1.2. Virus de la hepatitis A

El virus de la hepatitis A (VHA) es un virus ARN (&cido ribonucleico) que pertenece a
la familia Picornaviridae. La principal via de transmision es la fecal-oral y esta
intimamente relacionada con la escasez de higiene y de saneamiento . Tiene una
distribucion mundial y es considerada endémica de algunas regiones como en Africa sub-
Sahariana. En muchos paises de esta region alrededor de un 90% de los nifios presentan
una serologia positiva (anticuerpos anti-VHA IgG) a los 10 afios de edad 2. En
contraposicion, en nuestro medio, la infeccion se limita principalmente a los viajeros a
zonas endémicas 3, adictos a drogas via parenteral y a los hombres que tienen sexo con
hombres (HSH), pudiéndose considerar en estos casos, una enfermedad de transmision
sexual 4. La infeccidon suele ser asintomatica en nifios menores de 5 afios. Sin embargo,
en niflos mayores o adultos la presencia de sintomatologia es mayor presentando
ictericia hasta en un 70% de los casos. Ademas de la afectacion hepatica, se han descrito
multiples manifestaciones extrahepaticas como polineuropatias desmielinizantes o
anemia aplasica. La hepatitis fulminante es rara, aunque puede llegar al 5% en los
adultos 2. El diagndstico se realiza mediante la serologia (IgM-VHA). La carga viral no
se suele realizar. EI VHA no cronifica y no existe tratamiento especifico para la infeccion

dado que se resuelve de forma espontanea. Unicamente se requieren medidas de
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soporte en los casos graves o trasplante hepatico en los casos de hepatitis fulminante.
Afortunadamente, existen diferentes estrategias preventivas para evitar la infeccion
como son las medidas higiénico-dietéticas y la vacunacién. En nuestro medio, la
vacunacioén se realiza como parte del programa universal de vacunacién conjuntamente
con la vacunacion frente al VHB en algunas comunidades autonomas y esta
recomendada para personas con mayor riesgo de infeccion y gravedad de la misma
como son los viajeros a zonas endémicos, HSH y en las personas afiosas o
inmunocomprometidas. En paises endémicos, la Organizacion Mundial de la Salud

(OMS) recomienda su inclusién en el calendario vacunal °.

1.3. Virus de la hepatitis B

1.3.1. Descripcion y epidemiologia

El virus de la hepatitis B es un virus ADN perteneciente a la familia Hepadnaviridae que
fue descrito a mediados del siglo XX. Es un virus pequefio y envuelto que se ensambla
y replica exclusivamente en los hepatocitos liberando viriones al torrente sanguineo. Su
genoma viral de tan solo 3.2 kb estd formado por una molécula de ADN circular no
cerrada parcialmente bicatenaria (una cadena completa y otra incompleta) que se
conoce como ADN relajado circular (ADNrc). Este genoma tiene 4 regiones codificantes
(S, C, Py X), fuertemente solapadas, que codifican 7 proteinas: La regioén codificante S
codifica tres antigenos de la envuelta conocidos conjuntamente como HBsAg (antigeno
de superficie) (Pequefio - sHBsAg, Mediano- mHBsAgQ, y Largo- IHBSAQ) que tienen una
gran parte comun, correspondiente al sHBsAg, por lo que se detectan conjuntamente.
La region C codifica dos proteinas que son el componente de la capside viral o HBcAg
(antigeno “core”) y la proteina inmunomoduladora HBeAg que no forma parte de la
particula viral. La region P codifica una gran poliproteina que regula la sintesis de las
nuevas moléculas del genoma y la region X codifica una pequefia proteina (HBx) con
funciones reguladoras y transactivadoras del ciclo viral y que se ha relacionado con el

poder oncogénico del virus.
Durante el ciclo infectivo, y una vez la particula viral es endocitada mediante el receptor

NTCP, la capside viral es transportada hasta el nucleo de los hepatocitos donde libera el

genoma en forma de ADNrc que se convertira en una cadena de ADN circular
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covalentemente cerrada (ADNccc) que forma una estructura cromatinizada episomal.
Este pequefio cromosoma es un reservorio intrahepatico permanente que actia como
molde para la transcripcion de los ARN mensajeros (ARNm) del que derivaran las
diferentes proteinas virales. EIl ARN pregenémico (ARNpg), uno de los ARNm, sera
encapsulado en el citoplasma mediante proteinas del “core” y la polimerasa viral que
realizara retrotranscipcion para formar nuevas moléculas de ADNrc dando lugar a
nuevos viriones. Esta etapa de retrotranscripcion constituye la diana de las terapias
mediante inhibidores de la polimerasa. Es importante remarcar que la inhibicion de esta
etapa de la retrotranscripcion impide la formacién de nuevos viriones, pero no impide la
produccion de ARNm a partir del ADNccc persistente en el nucleo por lo que la
produccion de antigenos virales se mantiene a pesar de que no se observe ADN
circulante. Ademas, la persistente de ARNpg es responsable de la reactivacién de la
replicacion viral en caso de la suspension del tratamiento con inhibidores de la
polimerasa. Asimismo, el ARNpg encapsulado dara lugar a particulas pseudovirales que
seran liberadas y podran ser detectadas de forma que esta deteccién puede ser un buen
marcador de la persistencia de la infeccion en ausencia de ADN detectable durante la
terapia antiviral .Por dltimo, en la sorprendente biologia de este virus, existe otro
intermediario de la replicacion del genoma, el ADN lineal bicatenario. Este ADN puede
integrarse de manera aleatoria en el genoma del huésped, y si bien no puede codificar
todos los componentes del virus ni puede dar lugar a nuevos viriones como el ADNccc,
si puede transcribir HBsAg y frecuentemente HBx 7 &. Por ello, se ha sugerido que este
ADN integrado impide la eliminacion total de la infeccién y promueve la carcinogénesis °
pero que no es responsable de las reactivaciones ya que no codifica la polimerasa

completa, a diferencia del ADNccc °.
Hasta la fecha se han descrito 10 genotipos (A-J) de la hepatitis B. Los genotipos By C

son predominantes en el sudeste asiatico mientras que el Ay E predominan en Africa.

En la figura 1 se muestra la distribucion mundial de los genotipos del VHB.
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Figura 1. Distribuciéon mundial de los genotipos de VHB. Imagen extraida de Liu et al.,
2021.

El interés por el genotipado y subgenotipado del VHB ha crecido en los ultimos afios
debido a su influencia en la historia natural de la infeccion. Como ejemplos el genotipo B
y C se relacionan con una pérdida tardia del HBeAg y el C con el desarrollo de cirrosis o
carcinoma hepatocelular ''. Es interesante que el genotipo D esta fuertemente
relacionado con la presencia de la mutacion mayoritaria en la region precore (region que
precede a la core que da lugar al HBeAg) que evita la produccion de HBeAg. Esta
mutacion es la causa principal de la hepatitis cronica B HBeAg negativa frecuente en el
area mediterranea 2. Otro ejemplo de ello es la pérdida tardia del HBeAg vy la
persistencia de cargas virales elevadas que sucede con el genotipo C y que explica la

mayor transmision vertical de la infeccion en el sudeste asiatico.

A nivel mundial se estima que existen unos 300 millones de personas portadoras de
HBsAg, el marcador serolégico de infeccién activa 2 (figura 2a). Las regiones del sudeste
asiatico y el Africa sub-Sahariana son las que presentan mayor prevalencia de infeccion
cronica. En Europa o EE. UU, la prevalencia es baja (<1%) si bien, los movimientos
migratorios en masa que han tenido lugar en las Gltimas dos décadas han cambiado el
panorama epidemioldgico planteando nuevos retos para la eliminacion de la infeccion en

nuestro medio 1415,
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All-age HBsAg prevalence in 2019
B 0%to04% [J20%t02:9%
E05%t009% E30%t03-9%
CO10%to14% E40%to7.9%
O 15%t0o1.9% B 80%to13.0%

Figura 2a. Prevalencia de antigeno de superficie (HBsAg) en 2019. Imagen extraida de

Sheena et al.,2022.

Las principales vias de transmision son la vertical (de madres a los recién nacidos) y
horizontal, es decir tras contacto percutaneo o de las mucosas con sangre o fluidos
infectados (parenteral o sexual). La forma de transmision vertical predomina en el sud-
este asiatico. En esta region hasta un 50% de las mujeres con VHB en edad fértil
presentan positividad para el HBeAg 5%7. La persistencia de este antigeno promueve la
replicacion y la presencia de cargas virales elevadas facilita el fallo de la inmunidad
pasiva. Por lo contario, la forma horizontal precoz predomina en Africa sub-Sahariana
donde gran parte de la transmision sucede entre lactantes y nifios pequefios altamente
virémicos. Las formas de transmision vertical y horizontal precoz son las responsables

de la mayoria de las infecciones crénicas 2.

Afortunadamente, desde inicios de los afios 80 disponemos de una vacuna altamente
eficaz para prevenir la infeccion por el VHB. La vacuna contiene HBsAg recombinado y
ofrece una proteccion mayor al 95% frente a la infeccion tras la administracion de tres
dosis en la infancia o la juventud 1°. Desde 1991, la OMS recomienda incluir en el
programa expandido de inmunizacién, una dosis al nacimiento, especialmente para

neonatos de madres con HBsAg positivo o en aquellas en las que no se puede hacer
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cribado de HBsAg y/o se desconoce el estado vacunal. A pesar de la correcta
vacunacion, los recién nacidos de madres con viremias muy elevadas (> 200,000 Ul/ml)
tienen mayor riesgo de infeccion. Por ello, la deteccion prenatal de estas gestantes es
crucial para evaluar la necesidad de realizar profilaxis antiviral (Tenofovir) desde el tercer
trimestre hasta el parto o periparto. Por ultimo, existe la recomendacion de administrar
inmunoglobulina anti-VHB (anti-HBs purificado de donantes) a los recién nacidos de

gestantes HBsAg positivas para reducir el riesgo de transmision vertical.

En muchas de las regiones endémicas, la disponibilidad de algunas de estas medidas o
el acceso a ellas se ve limitado. En Africa subsahariana, especialmente en zonas rurales,
existe un alto porcentaje de partos en domicilio, largas distancias hasta los centros de
atencion, dificultades para mantener las vacunas en la cadena de frio, escasez de los
medios diagnosticos apropiados para caracterizar a las madres infectadas y practica
inexistencia de inmunoglobulina ?°. A pesar de que se han hecho progresos, en esta
region se calcula que la cobertura vacunal de hepatitis B al mes de vida y al nacimiento
son del 61% y 1.3% respectivamente 2. Por todo ello, la prevencion de la infeccion a
edades tempranas sigue siendo un reto para eliminacion de la hepatitis B. En la figura
2b se muestra un mapa de la prevalencia de HBsAg en nifios menores de 5 afios como

marcador indirecto de la cobertura vacunal del VHB.

HBsAg prevalence in children younger
than Syearsin 2019

B 0%t004% [J20%to2:9%
E05%t009% 3.0%t03-9%
E11.0%to14% B 40%t07:9%
C115%to1.9% B 8.0%to13.0%
Figura 2b. Prevalencia de antigeno de superficie (HBsAg) en menores de 5 afios en

2019. Imagen extraida de Sheena et al., 2022.
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1.3.2. Hepatitis B aguda y cronica

La hepatitis B aguda suele ser asintomatica en nifios y en recién nacidos. En jovenes y
adultos la sintomatologia es mayor y la ictericia se presenta hasta en el 50% de los casos.
La hepatitis fulminante es rara (<1%) y el riesgo aumenta en los individuos coinfectados
con el VHD, VHC o el VIH. La cronificacion del VHB se define por la persistencia del
HBsAg durante mas de seis meses. El riesgo de cronificacion de la infeccion es
inversamente proporcional a la edad del contagio. Se estima que hasta un 90% de los
menores de 5 afios desarrollara una infeccion cronica tras la infeccion inicial mientras
que esto solo ocurrira en un 5-10% de los jovenes y adultos que presenten una infeccién
aguda. La infeccion cronica se define por la persistencia del HBsAg mas de 6 meses. La
hepatitis B crénica suele ser asintomatica en la mayoria de casos y su evolucion depende
claramente de la capacidad del sistema inmunitario para controlar la infeccion. La
hepatitis crénica se caracteriza por un aumento de transaminasas persistente o
fluctuante y carga viral y dafio hepatico variables. Las sociedades internacionales como
la EASL clasifican la presencia persistente del HBsAg en infeccion crénica y hepatitis
cronica que se diferencian segun se indica en la figura 6. De una forma simple se puede
asumir infeccion cronica como la presencia del VHB sin lesion hepatica mientras que
hepatitis cronica indicaria la presencia de esta lesién, aunque estas dos situaciones no
son siempre faciles de distinguir. La infeccion crénica se puede caracterizar por cargas
virales altas sin dafio hepético (como ocurre en los pacientes anteriormente definidos
como inmunotolerantes, con HBeAg positivos) o por cargas virales bajas y dafio hepatico
variable, pero ambas sin elevacion de transaminasas 22. Los pacientes con HBeAg se
caracterizan por tener mayor replicacién viral. A pesar de ello, como se ha indicado, la
clasificacion de los pacientes en estos grupos puede ser complicada en la practica clinica
habitual. Por eso el manejo de la infeccion cronica por VHB sigue siendo complejo en la

actualidad. En la figura 3 se muestran los diferentes perfiles de infeccion existentes.
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Figura 3. Perfiles de infecciones cronicas por hepatitis B. Imagen extraida de Gregory
C. Fanning et al., 2019.

1.3.3. Diagndstico

El diagndstico de la hepatitis B se basa en la serologia y las técnicas moleculares. Los
marcadores por excelencia de la infeccion aguda son el antigeno de superficie (HBSAQ)
del VHB y de los anticuerpos de tipo IgM frente a la proteina del nacleo o core (anti-HBc
IgM). Ademas, se puede detectar el ADN del virus, asi como el antigeno HBeAg. En la
practica clinica es suficiente con la deteccion de HBsAg y anti-HBc IgM. La positividad
de los anticuerpos frente al antigeno de superficie (anti-HBs) indica infeccién resuelta o
inmunizacién pasiva. La presencia de los anticuerpos frente al nucleo (anti-HBc) nos
permitira diferenciar estos dos escenarios y seran positivos en el aquellos pacientes con
infeccion resuelta 23. La resolucién completa de la infeccién es excepcional debido a la
persistencia del ADNccc y/o el ADN integrado en el nucleo de los hepatocitos. Por ello
se utiliza el término de cura funcional en los casos de pérdida del HBsAg. Ademas, la
pérdida del HBsAg con persistencia de la replicacién viral puede suceder y se conoce
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como infeccidn oculta. Datos de una revision sistematica reciente apuntan a un 0.82%

de prevalencia mundial de infeccién oculta 24

Al igual que sucede con el VHC, después del diagndstico microbiolégico del VHB se debe
evaluar el grado de dafio hepatico mediante técnicas invasivas y/o no invasivas. La
ecografia es esencial para descartar la existencia de cirrosis o la presencia de una lesion
sugestiva de carcinoma hepatocelular. La elastografia hepéatica ha mostrado ser una
buena herramienta para valorar el estado de fibrosis en los pacientes con hepatitis B
cronica pero su precision es menor que con el VHC y los puntos de corte no estan bien
definidos 2° existiendo cierta variabilidad, especialmente en los casos con elevacion
marcada de transaminasas 2° 27, Por todo ello, la biopsia hepatica sigue teniendo un
papel relevante en el manejo de los pacientes con hepatitis B crénica. Un ejemplo son
los pacientes HBeAg negativo con ALT persistentemente normal, pero con cargas virales
superiores a 2000 Ul/ml. Si bien se ha comprobado que el porcentaje de fibrosis
significativa en este subgrupo de pacientes es bajo (2-5%) 28 la correcta evaluacion del
estado de fibrosis sigue siendo determinante para el inicio del tratamiento antiviral y por

ello la biopsia hepatica sigue siendo indispensable en algunos casos.

1.3.4. Tratamiento

Se estima que anualmente menos de 1% de pacientes con infeccion cronica por VHB
pierden el HBsAg de forma espontanea. La negatividad del HBeAg y la baja carga viral
se han relacionado con esta seroconversion 2°. Esta cura funcional contrasta con la
persistencia de la infeccidon en la mayoria de pacientes. La incidencia acumulada de
cirrosis a los 5 afios oscila entre un 8 y un 20% de pacientes con hepatitis cronica B no
tratados. El riesgo anual de CHC en pacientes con cirrosis es del 2-5% y existen otros
factores de riesgo como son la edad avanzada, el origen Africano, la coinfeccion con el
VIH o los antecedentes familiares de CHC 3°. Por ello, las recomendaciones actuales
para el tratamiento son aquellos pacientes que presentan elevacién persistente de
transaminasas, cargas virales elevadas y/o fibrosis al menos moderada. Ademas, existe
la recomendacion de realizar tratamiento en adultos jévenes con antecedentes familiares
de CHC %,
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Existen dos esquemas terapéuticos recomendados en la actualidad, el IFNapeg y los
analogos de nucled(s)tidos. El IFNapeg durante 48 semanas promueve el control de la
infeccidn por parte del sistema inmunitario pero sus efectos secundarios limitan mucho
su uso. Los anélogos de nucleo(s)tidos (Tenofovir y Entecavir) son los farmacos mas
usados para el tratamiento de la hepatitis B crénica debido a su buena tolerabilidad y
efectividad a largo plazo para suprimir la replicacion viral. La pérdida del HBsAg en
pacientes bajo tratamiento antiviral con Tenfovir o Entecavir es del 0.22% anual,
ocurriendo con mayor probabilidad en pacientes con ADN VHB bajo, elevacion de
transaminasas 3! y en pacientes infectados con genotipo C 32, Dado que la pérdida del
HBsAg bajo tratamiento con analogos de nucled(s)tidos es infrecuente, el tratamiento a
largo plazo de la infeccion es la norma en la mayoria de los pacientes con hepatitis B
crénica 3. Los criterios para suspender la terapia son la pérdida del HBsAg con o sin
seroconversion a anticuerpos anti-HBs, la seroconversion a HBeAg negativo con carga
viral indetectable tras al menos 12 meses de tratamiento de consolidacion o en pacientes
no cirréticos HBeAg negativos que hayan logrado una supresion viroldgica a largo plazo

y en los que se pueda ofrecer un seguimiento estrecho 3.

En la actualidad se estan desarrollando nuevas moléculas para actuar sobre nuevas
dianas como la transcripcion del ARN mensajero o el ensamblaje de la capside del VHB.
Ademas de estas nuevas terapias dirigidas frente al virus, existe un creciente interés en
el desarrollo de farmacos que potencien la respuesta inmunitaria, siendo la terapia

combinada una gran posibilidad para el futuro %2.

1.4. Virus de la hepatitis C

1.4.1. Descripcion y epidemiologia

La historia de la hepatitis C es relativamente corta y llena de éxitos gracias a los
esfuerzos de muchos cientificos que persiguieron de forma incansable la identificacién
del virus y la busqueda de un tratamiento efectivo. En los afos setenta se describieron
los primeros casos de hepatitis post-transfusionales no relacionadas con el VHA, VHB u
otros virus causantes de hepatitis como el Epstein-Barr. El creciente reporte de casos y
la sospecha de una etiologia infecciosa no conocida fue la norma durante afios 3. Por

ello, hasta su descubrimiento, estos casos fueron conocidos como hepatitis no-A no-B.
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Pocos afios mas tarde, varios grupos de investigacion demostraron la transmisibilidad de
esta entidad mediante modelos animales 2°. No fue hasta 1989, cuando el equipo
liderado por M. Houghton consiguid finalmente identificar el ARN del virus de la hepatitis
C vy la presencia de anticuerpos frente al mismo (Choo et al., 1989) ®’. Tras este hallazgo,
gue mereci6 el nobel de medicina en 2020, la sociedad cientifica ha buscado de forma
incansable un tratamiento efectivo para una enfermedad que, hasta hace pocos afos,
representaba una de las principales causas de cirrosis hepética y carcinoma
hepatocelular (CHC), y la principal indicacion de trasplante en muchos paises del mundo
como Espaia.

El virus de la hepatitis C es un pequefio virus envuelto con un genoma ARN
monocatenario que pertenece a la familia Flaviviridae. Su genoma de 9.6 kb codifica una
Unica proteina que es fraccionada por protedlisis en varias proteinas con diferentes
funciones: las estructurales (envuelta y core) y las no estructurales con diferentes
actividades en el ciclo viral, entre estas NS3-proteasa y su cofactor NS4A, NS5HA-
reguladora, NS5B ARN polimerasa que constituyen las dianas de los tratamientos
antivirales actuales. Hasta la fecha se han descrito 8 genotipos y 86 subgenotipos del
virus. El genotipo 1 es el mas prevalente a nivel mundial y en nuestro entorno 3. La
principal via de transmision es la parenteral o la sexual tras el contacto con sangre u
otros fluidos corporales infectados con lesiones en la piel o las mucosas. La forma de
transmision vertical se ha descrito como una causa frecuente de transmision en la
infancia %°. A pesar de los esfuerzos, hasta la fecha ninguna vacuna se ha mostrado
efectiva para proteger frente a la infeccion 4°. En los paises de alta renta, la infeccién se
concentra en grupos de riesgo bien definidos como son los usuarios de drogas por via
parenteral (UDVP) #! o los hombres que tienen sexo con hombres (HSH), especialmente
entre aquellos coinfectados con el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) #2. Por el
contrario, en paises de baja y media renta, ademas de los grupos de riesgo, la infeccion
esta intimamente ligada a la persistente transmision nosocomial relacionada con

procedimientos médicos como la transfusion de hemoderivados 3.

A nivel mundial, se estima que 58 millones de personas estan infectadas por el VHC, con
una incidencia aproximada de 1.5 millones de casos anuales 44, La distribucién de la
infeccion es heterogénea y cada vez mas polarizada debido a la variabilidad en la

instauracion de medidas de control de la infeccion nosocomial y el desigual acceso al
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diagnéstico de la infeccion y tratamiento que existe entre regiones. En 2016, las regiones
con una mayor prevalencia de la infeccién eran Asia central, sudeste asiatico, Norte de
Africa, Oriente medio, el centro de Africa sub-Sahariana y Europa del este 45. Mas
concretamente, se estimé que un 80% de las infecciones se concentran en 31 paises, y
que el 50% de la mismas ocurria en 6 de ellos (China, Pakistan, Nigeria, Egipto, India y
Rusia). En 2016, la OMS publico la primera estrategia mundial para acabar con las
hepatitis virales dentro del marco de la Agenda 2030 para el Desarrollo Sostenible
establecido por la Asamblea General de la Naciones Unidad (AG-ONU) “¢. Desde
entonces, la historia ha estado marcada por el éxito y el fracaso facilitado por la pandemia
por COVID-19 (Hoenigl et al. 2022). Un buen ejemplo de ello es el caso de Egipto, un
pais con una alta prevalencia de hepatitis C cronica debido a las campafias masivas que
se realizaron para el control de la Schistosomiasis “8. Este pais ha pasado de ser el 5°
al 17° pais con mayor carga de infeccion en tan solo 5 afios. Por el contrario, Estados
Unidos (EE. UU) solo ha experimentado un ligero descenso (0.1%). Este resultado esta
probablemente relacionado con el propio modelo de sistema sanitario de los EE. UU °y
la preocupante y creciente epidemia de UDVP %°. Asi pues, datos recientes sugieren que,
a pesar de la disminuciéon de la prevalencia a nivel global, estamos lejos de conseguir

los objetivos marcados en la AG-ONU para 2030 5.

Prevalance (viraemic)
1 0-200000

1 >200000-600000
[1>600000-1000000
1 >1000000-4600000
1 >4600000-9500000
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Figura 4. Estimacion de la prevalencia por pais de la infeccion cronica por VHC en 2020.

Imagen extraida de John et al., 2022.

1.4.2. Hepatitis C aguda y crénica

La infeccién aguda por hepatitis C se diagnostica con poca frecuencia ya que hasta el
70-80% de los casos son asintomaticos. Dado que muchos pacientes se diagnostican a
raiz de una elevacion aislada de transaminasas, se ha propuesto utilizar el término
“hepatitis C de reciente adquisicion” como la forma mas apropiada para referirse a la
infeccion aguda 2. La hepatitis C de reciente adquisicion se define por la presencia de
anticuerpos anti-VHC, ARN del VHC y o antigeno del nucleo del VHC (AgVHC) que no
eran detectables en muestras anteriores (en el Ultimo afio). Si no se dispone de dichas
muestras historicas, el diagndstico se basa en la presencia de ARN-VHC, antigeno del
nucleo del VHC en presencia o ausencia de anticuerpos anti-VHC asociado a una
elevacion igual o mayor a tres veces de ALT por encima del limite superior de la
normalidad en una persona que tenga comportamientos de riesgo en los 6 meses previos

y en ausencia de otras causas de lesion hepética aguda.

Un 30% de los casos presentara sintomas a las 3 a 12 semanas después de la infeccion.
Los sintomas son variables, desde una clinica inespecifica en forma de astenia y
anorexia hasta dolor abdominal o ictericia 3. Las transaminasas se elevan sobre la
segunda a la octava semana desde la infeccion con niveles que suelen superar por diez
veces el limite superior de la normalidad. Su pico suele antecederse al pico de viremia.
A pesar de que la infeccion aguda puede ser grave, la insuficiencia hepatica aguda o
fulminante es infrecuente . La infeccion se resuelve de forma espontanea en
aproximadamente un 30% de los casos y la sintomatologia suele desaparecer en unas
pocas semanas. Como factores predictores de resolucion espontanea se han descrito el
sexo femenino (tasas de curacion del 50%), la edad menor a 40 afos, valores elevados
de transaminasas, baja carga viral al inicio de la infeccion, polimorfismos del gen IL28B
e IFN-4, la infeccién sintomatica, la presencia de hiperbilirrubinemia (>6mg/dl) y la
ausencia de coinfeccion por el VIH %5. En la mayoria de los casos, la curacion espontanea
se produce en los primeros 6 meses (67-86%) o 12 meses (83-95%) tras la infeccion
inicial ®. Por el contrario, los pacientes con inmunosupresion tales como trasplantados

de 6rgano sélido, las personas que viven con VIH % o que estan bajo tratamiento
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oncohematolégico °8 tienen menos probabilidades de curaciéon espontanea y mayor
rapidez en la instauracion de la fibrosis hepética. En estos casos se debe valorar el
tratamiento de la infeccién en la fase aguda debido a la baja probabilidad de resolucién
espontanea %°. Ademas, datos recientes sostienen la coste-efectividad de realizar el
tratamiento de la infeccion de reciente adquisicion en grupos especificos de pacientes

como los UDVP para evitar el riesgo de transmision del VHC 69,

La infeccidén crénica por VHC est4 definida por la persistencia del ARN viral mas de 6
meses. En la mayoria de casos, la infeccidn cronica es asintomética o paucisintomética.
Se ha estimado que la necroinflamacion y fibrosis hepatica progresiva conllevan la
aparicion de cirrosis hepatica en un 20% de los casos aunque esta cifra varia
ampliamente entre las distintas series descritas !. Entre los factores que se han asociado
a un mayor riesgo de progresion de la fibrosis estan el sexo masculino, la raza negra, la
edad de la infeccion (>40 afos), el genotipo 3 del VHC, estados de inmunosupresion
como el VIH, la coinfeccion con el VHB, la diabetes, la obesidad y la coexistencia de
otras enfermedades hepéticas o habitos téxicos como el alcoholismo 2. Una vez
establecida la cirrosis, la morbilidad y mortalidad por el VHC aumenta de manera
significativa. Existe un riesgo anual de hasta un 6% de presentar un episodio de
descompensacion hepdética (encefalopatia, ascitis o hemorragia digestiva por
hipertension portal) y de un 5% de desarrollar un CHC. Ademas, el riesgo de mortalidad

al afio tras un primer episodio de descompensacion hepatica oscila entre el 15 al 20%
63

1.4.3. Diagnostico

El diagndstico de la hepatitis C esta basado en la determinacion de la carga viral (ARN)
o viremia (analisis virologico) y los anticuerpos anti-VHC (analisis seroldgico). Las
técnicas de laboratorio utilizadas son reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) y
enzima inmunoensayos (EIA). Para el diagnéstico se utilizan muestras de sangre venosa
y plasma y otras menos habituales en nuestro medio como la sangre capilar o la saliva
64, El ARN del virus en sangre periférica es el marcador mas precoz de infeccién y suele
ser detectable a partir de la primera o segunda semana después de la infeccion inicial.
Si nos fijamos en los marcadores seroldgicos, existe un periodo ventana que suele ser

menor a 8 semanas en el que los anticuerpos anti-VHC no son detectables. Por ello, ante
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la sospecha de una infeccion de reciente adquisicion, la determinacioén del ARN viral es
el marcador de eleccion de la infeccion. Los anticuerpo anti-VHC suelen mantenerse
positivos independientemente de la resolucion de la infeccion. Unicamente un pequefio
porcentaje de pacientes negativizara estos anticuerpos de forma espontanea, pudiendo
también ser negativos en casos de inmunosupresion severa % . Ademas de los
marcadores anteriormente mencionados, existe otro marcador precoz de infeccion; el
antigeno del nucleo del VHC (AgVHC). Los niveles de esta proteina estructural del virus
se correlacionan muy bien con el nivel de viremia a pesar de que suelen detectarse unos
dias mas tarde que el ARN-VHC ¢’. A pesar de la buena correlacion, la sensibilidad para
la deteccion del AgVHC es menor que para el ARN-VHC detectandose a partir de 3-4
logaritmos de ARN-VHC.

En casos de sospecha de infeccion de reciente adquisicion con elevacion marcada de
transaminasas que sugiera una infeccion muy reciente, la determinacion de la carga viral
es esencial para el diagndstico debido al periodo ventana en el que los anticuerpos son
negativos. En cambio, los anticuerpos anti-VHC estan considerados el método de
eleccion en el cribado poblacional, asi como para el diagnostico de aquellos pacientes
con elevacion asintomatica de las transaminasas. En ambos casos, serd necesario la
posterior determinacién de la carga viral para confirmar que el VHC estéa replicando y es
la causa de la elevacion de las transaminasas 8. El genotipado del VHC no tiene una
gran relevancia en la practica clinica habitual, especialmente tras el desarrollo y
comercializacion de los antivirales de accion directa (ADD) pangenotipicos altamente
efectivos. A pesar de ello, es util para poder diferenciar entre un fracaso del tratamiento
o una reinfeccidn, principalmente en pacientes con persisten con conductas de riesgo, y
puede tener un valor pronostico dada la menor efectividad del tratamiento frente a

genotipos especificos del virus como es el genotipo 3 °.

Después de la confirmacidén microbioldgica de la infeccion es necesario evaluar el grado
de fibrosis hepética que condicionara la duracion del tratamiento, el prondéstico y el
seguimiento de los pacientes. Para ello existen técnicas invasivas (biopsia hepatica) y
no invasivas entre las que se encuentran la elastografia de transicion (ET) o los
biomarcadores no invasivos de fibrosis hepéatica como los indices APRI o FIB-4. La
biopsia hepéatica es considerada el gold standard. Es una prueba invasiva no exenta de

riesgos por lo que actualmente se reserva para casos en los que ademas del VHC, pueda
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coexistir otra enfermedad hepatica subyacente 2°. Tras la realizaciéon de la biopsia, se
realiza un estadiaje de la fibrosis por medio de escalas como la de Batts-Ludwing o la
méas ampliamente usada METAVIR. La escala METAVIR tiene 5 estadios que van desde
la ausencia de fibrosis (F0) hasta la cirrosis (F4) °. Ademas, es posible evaluar los
subtipos histologicos de cirrosis (F4) mediante la escala de Laennec, lo que tiene
implicaciones prondsticas para los pacientes 1. La ET hepética es una prueba rapida y
facilmente reproducible que mide la velocidad de la propagacion de una onda elastica de
baja frecuencia (50Hz) a través del higado. Esta velocidad esta directamente relacionada
con la rigidez hepatica: a mayor velocidad, mayor rigidez. La ET ha demostrado una
sensibilidad aproximada del 80% para el diagnostico de fibrosis avanzada y cirrosis en
pacientes con infeccion cronica por VHC siendo actualmente la técnica de eleccion para
la valoracién inicial 2. Sin embargo, su utilidad es escasa para el seguimiento posterior
a la curacion 3. Por dltimo, existen multiples biomarcadores no invasivos que permiten
la evaluacion del grado de fibrosis hepatica mediante parametros analiticos rutinarios.
Algunos de ellos, como el Fibrotest® o el APRI, han demostrado un aceptable poder
discriminativo para la deteccion de fibrosis avanzada y cirrosis. Ademas, se pueden
utilizar de forma sinérgica con la ET hepatica 7.

1.4.4. Manifestaciones extrahepaticas

A pesar de que la enfermedad hepatica y sus complicaciones son la principal causa de
morbilidad y mortalidad del VHC, la infeccion puede producir manifestaciones
extrahepaticas hasta en tres cuartas partes de los casos 7°. La fatiga es reportada
frecuentemente y suele alterar la calidad de vida del paciente. Entre las enfermedades
clasicamente relacionadas estan la vasculitis crioglobulinémica, los procesos
linfoproliferativos y algunas enfermedades cutaneas como el liquen plano. En las ultimas
décadas se ha comprobado que la infeccion cronica por VHC se relaciona con un
aumento del riesgo cardiovascular y con el desarrollo de diabetes mellitus tipo 2.
Ademas, se ha descrito un aumento de la mortalidad de causa no hepatica,

especialmente por cancer y enfermedades cardiovasculares 7°.
La relacion entre la enfermedad renal y la infeccién por el VHC estd ampliamente

descrita, especialmente entre los pacientes virémicos /. Aunque la nefropatia

directamente relacionada con el VHC es infrecuente, existe gran evidencia de que las
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personas infectadas por VHC tienen un mayor riesgo de desarrollar enfermedad renal
cronica (ERC) y de evolucionar a una enfermedad renal terminal que la poblacion general
8 La relacion entre enfermedad renal y VHC es altamente compleja debido a la
presencia de mudltiples factores que intervienen en ella. Desde el punto de vista
epidemiolégico, la asociacion entre el VHC y la ERC se debe principalmente a la
exposicion al virus durante la dialisis y una mayor exposicion de los pacientes con ERC
a procedimientos médico-quirdrgicos y/o transfusion de hemoderivados. La infeccién por
el VHC puede inducir enfermedad renal por dafio tisular citopatico e inmunomediado. Los
depdsitos de inmunoglobulina pueden desencadenar la aparicion de una nefropatia
crioglobulinémica y glomerulonefritis membranoproliferativa o0 membranosa, descritas
clasicamente como las principales causas de nefropatia relacionada con el VHC 7°.
Ademés del dafio renal directo e indirecto, las caracteristicas de la infeccion (genotipo 2
relacionado con mayor riesgo de enfermedad renal) &, las variables genéticas y las
comorbilidades cardiovasculares; el estrés oxidativo generado por la infeccidén cronica
por el VHC conduce a un aumento de la resistencia insulinica, un mayor riesgo de
diabetes mellitus y una aceleracion de la aterosclerosis, contribuyendo al aumento del
riesgo cardiovascular y en consecuencia, a la mayor incidencia de insuficiencia renal
cronica. Por ello, el VHC ha sido propuesto como un factor de riesgo cardiovascular
independiente 8182 Por (ltimo, el riesgo de infecciéon por VHC y de enfermedad renal
cronica es mayor en los UDVP. Se ha descrito una mayor prevalencia de
microalbuminuria entre estos pacientes, asi como mayor incidencia de amiloidosis y
enfermedad renal relacionada con el depoésito de sustancias derivadas del uso de
opioides 8%4 En la figura 5 se muestran las variables relacionadas con el VHC y la

enfermedad renal.
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Figura 5. Factores relacionados con el VHC y la insuficiencia renal

1.45. Tratamiento

El tratamiento de la hepatitis C ha experimentado cambios sustanciales en la ultima
década gracias a la aparicion de los AADs. La respuesta al tratamiento se define por la
eliminacién persistente de la carga viral (respuesta viral sostenida, RVS). La historia del
tratamiento de la hepatitis C cronica se inicié afios antes de la caracterizacion del virus
85, La aparente efectividad del interferén para el tratamiento de la hepatitis B crénica hizo
gue se publicaran los primeros resultados de su efectividad en casos de hepatitis no-A
no-B . A raiz de estos resultados, se realizaron los primeros ensayos clinicos con
Interferon alfa (IFNa) administrado durante 24 semanas. Con este tratamiento se
demostro la negativizacion de la carga viral al final del tratamiento en dos tercios de los
pacientes. No obstante, muchos pacientes recidivaron y solo un 6% obtuvo una
respuesta viral sostenida definitiva . Tras el descubrimiento del virus en 1989, la terapia
con IFN durante 48 semanas o la asociacion con Ribavirina demostraron aumentar la
respuesta viral sostenida hasta aproximadamente un 40% de los casos. Ademas, el
desarrollo y comercializacion del interferon pegilado representd una mejoria de la

posologia. A pesar de ello, los efectos secundarios del interferon y la ribavirina llevaron
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a una baja tolerabilidad del tratamiento y aceptacion por parte de los pacientes y los

profesionales médicos 8.

Tras la descripcion del virus en 1989, la investigacion se centré en la descripcion y
caracterizacion de su genoma, sus principales proteinas y su maquinaria enzimatica °.
El genoma del VHC codifica una poliproteina Unica de 3010 amino&cidos que se procesa
por proteasas virales generando 10 polipéptidos *°. Tras la descripcién de estas
potenciales dianas terapéuticas, durante la primera década del siglo XXI, mdltiples
estudios evidenciaron la efectividad en el blogueo de estas dianas logrando disminuir la
carga viral del VHC % 92, En la actualidad, las dianas terapéuticas de los AAD son la
proteasa NS3 y su cofactor NS4A, los inhibidores de la fosfoproteinasa NS5A y los

inhibidores de la proteasa NS5B.

En 2011 la Food and Drug administration (FDA) aprobé el primer AAD para el VHC, el
Boceprevir. Este farmaco forma parte de la familia de los inhibidores de la proteasa
NS3/4A e interfieren en la maduracion de las proteinas virales. Los inhibidores de la
fosfoproteinasa NS5A actuan principalmente bloqueando la replicacion del ARN y el
ensamblaje del virus y los inhibidores de la proteasa NS5B bloquean las zonas cataliticas
y no cataliticas de esta enzima interfiriendo en la sintesis del ARN viral %3, En la Tabla 1

se muestran las principales caracteristicas de las familias de AAD.

Tipos Potencia Eliminacién Barrera genética Efectos
(principal) secundarios
Inhibidores de la Telaprevir*
proteasa NS3/4A Boceprevir Baja Hepidtica Baja ++
Simeprevir

Paritaprevir|
Grazoprevir
Glecapevir

Voxilaprevir

Intermedia Hepdtica Alta +

Inhibidores de la Daclatasvir
fosfoproteina Ledipasvir Elevada Hepédtica Baja ++
NS5A Ombitasvir

Elbasvir
Velpatasvir Elevada Hepatica Baja +
Pibrentasvir

Inhibidores de la Inhibidores no
polimerasa NS5B nucled(s)tidos Baja Hepdtica Baja <A
Dasabuvir

Inhibidores de
nucleo(s)tidos Elevada Renal Alta +
Sofosbuvir

*Telaprevir, Boceprevir y Simeprevir en combinacién con interferén pegilado o ribavirina.
[ Paritaprevir en combinacién con ritonavir
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Tabla 1. Tipos y caracteristicas principales de los antivirales de accién directa.

El tratamiento de la infeccién crénica por VHC se basa en la combinaciéon de al menos
dos AAD con diferente mecanismo de accién, con el objetivo de mejorar la eficacia y
evitar la aparicion de resistencias. La eleccion y duracion del tratamiento estan ligadas a
la presencia o ausencia de cirrosis, su estadio, los antecedentes de tratamiento y en
ocasiones al genotipo. Ademas, existen contextos epidemiolégicos o clinicos que
permiten la posibilidad de realizar un tratamiento simplificado sin la necesidad de una
determinacion genotipica inicial. Actualmente existen cuatro combinaciones de farmacos
aprobados en Europa y que se recomiendan en las guias de tratamiento de la EASL
(European Association for the study of the Liver) . En resumen, Sofosbuvir/Velpatasvir
y Glecaprevir/Pribrentasvir son combinaciones pangenotipicas que suelen utilizarse
como terapia de eleccién %°. Grazoprevir/Elbasvir solo se recomienda para el tratamiento
del genotipo 1b y la triple terapia con Sofosbuvir/Velpatasvir/Voxilaprevir, a pesar de ser
pangenotipica, se reserva para fracasos terapéuticos °¢. No se recomienda el tratamiento
con inhibidores de la proteasa NS3/4A en pacientes con cirrosis descompensada por lo
que, en estos casos, el tratamiento de eleccion es el Sofosbuvir/Velpatasvir con
ribavirina, alargando el tratamiento hasta 6 meses en casos de efectos secundarios o
intolerancia a esta Ultima. La tasa de respuesta viral sostenida a la semana 12 o 24 post-
tratamiento marca la efectividad de la terapia. En general, el tratamiento con AAD obtiene
una tasa de RVS a la semana 12 superiores al 95% °7. Existen mdltiples factores que
juegan un papel en el fracaso del tratamiento como son, la falta de adherencia, las
interacciones farmacol6gicas, concentraciones insuficientes de los farmacos, o las
mutaciones asociadas a las resistencias preexistentes o seleccionadas con terapias

anteriores %.
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Sofosbuvir/

Tipo de tratamiento Genotipo Cirrosis Antecedeptes e SOFOSMWTI G!ecaprevn:l Velpatasvir/ Grazopre_mr/
tratamiento Velpatasvir Pibrentasvir _ N Elbasvir
Voxilaprevir
No
Sin cirrosis
Tratamiento Si 8 semanas
) SWD“flc_adO_‘ Todos 12 semanas No No
(sin determinacién No
genotipica) Cirrosis compensada
(Child-Pugh A) .
Si 12 semanas
No
Sin cirrosis
Si 8 semanas
Genotipo 13,1b,2,4,5y 6 No 2 S;r;;nisl(;;)lo
Cirrosis compensada No 8 P
. (Child-Pugh A) si 12 semanas
Tratamiento basado
N 12 semanas
en la determinacion 4 ribaviri
del genotipo o No + ribavirina 8 semanas
Sin cirrosis No
. Si 12 semanas
Genotipo 3 No
Cirrosis compensada No 8-12 semanzs 12 semanas
Child-Pugh A)*
( gh A) Si 16 semanas

Tabla 2. Combinaciones de antivirales de accion directa disponibles e indicaciones

terapéuticas.

El tratamiento del VHC con AAD es altamente efectivo en poblaciones de riesgo o en
pacientes con comorbilidades como la ERC o la infeccion por VIH. Las tasas de
respuesta viral sostenida son superiores al 95% °°. En los casos de coinfeccion con VIH
hay que seleccionar adecuadamente el tratamiento debido al riesgo de interacciones
farmacoldgicas, especialmente con los inhibidores de proteasa y algunos anélogos no
nucledsidos de la transcriptasa inversa 1. El tratamiento con AAD en los pacientes con
ERC ha evolucionado mas lentamente que en otros grupos de pacientes. Esto es debido
a varios motivos entre los que destacan la exclusion de estos pacientes en los ensayos
clinicos iniciales y el poco conocimiento de la farmacocinética y farmacodindmica de
estos farmacos especialmente en pacientes con ERC avanzada o terminal 1°. Ademas,
el metabolito principal del Sofosbuvir, se elimina principalmente por via renal y su uso en
los pacientes con ERC avanzada ha estado en discusion. Por ello, inicialmente, los
pacientes con insuficiencia renal crénica avanzada fueron tratados con regimenes libres
de Sofosbuvir. Los resultados de los estudios RUBY-1 192 y Vie-KinD % demostraron
una alta seguridad y tolerabilidad de Ombitasvir/Paritaprevir/ritonavir £ Dasabuvir +
Ribavirina en pacientes con ERC estadio 4-5 o0 que estaban bajo terapia renal sustitutiva
(TRS). La tasa de RVS en la semana 12 fue del 90 y 93% respectivamente. Otros
ensayos clinicos como el C-SURFER (Grazoprevir/Elbasvir) ¢ o el EXPEDITION-4

(Glecaprevir/Pibrentasvir) 1% evidenciaron tasas de RVS del 98% en pacientes con ERC
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terminal y confirmaron la seguridad y tolerabilidad de otros AAD para el tratamiento de
este grupo de pacientes. Hasta hace unos tres afios, el uso de Sofosbuvir en la
insuficiencia renal avanzada (<30ml/min/1.73m?) no estaba recomendado, y su uso
debia ser valorado solo en casos en los que no existiera otra opcién terapéutica 106 197,
Actualmente, existe suficiente evidencia que respalda el uso de pautas con Sofosbuvir

independientemente del estadio de ERC 198109,

1.4.6. Impacto del tratamiento con AAD

El tratamiento con AAD ha modificado radicalmente la historia natural de la infeccion
cronica por VHC. A nivel hepatico, la curacion del VHC ha demostrado reducir la
mortalidad, la progresion de la fibrosis, el riesgo de descompensacion hepatica y el
desarrollo de CHC. Resultados del seguimiento de una cohorte de 1760 pacientes
(49.4% cirréticos) con VHC tratados con AAD mostré una incidencia acumulada de
progresion de la enfermedad (descompensacion hepatica, trasplante hepatico, CHC de
novo o muerte) del 4.1% tras una mediana de seguimiento de mas de 2 afios. Las
variables asociadas a esta progresion fueron la fibrosis avanzada, la hipertension portal
clinicamente significativa y la presencia de una albumina sérica <3.5mg/dl previa al inicio
del tratamiento 0. Ademas, se describié que la respuesta viral sostenida redujo el riesgo
de descompensaciéon hepatica y CHC de novo en toda la cohorte. De forma similar, el
seguimiento de una cohorte de 868 pacientes cirroticos por VHC (83% Child-Pugh A)
mostré un riesgo reducido de progresion clinica Unicamente en aquellos pacientes Child-
Pugh A 1!l Estos resultados estan en consonancia con la ausencia de mejoria de la
funcién hepatica observada tras una mediana de seguimiento de 4 afios en una cohorte
de 642 pacientes con cirrosis descompensada o avanzada (91% RVS) 12, Otra forma
interesante para medir el impacto del tratamiento a nivel hepatico es evaluar los
pacientes con VHC tratados y en lista de trasplante hepatico. El seguimiento de 238
pacientes de estas caracteristicas report6 una retirada de la lista de trasplante de un 24%
de los 122 pacientes con cirrosis descompensada sin CHC 13, Ante estos datos, se
interpretd que la gran mayoria de pacientes con infeccibn por VHC obtendrian un
beneficio clinico y de supervivencia con el tratamiento. A pesar de ello, no existen dudas
de que el beneficio es mayor en pacientes sin enfermedad hepatica establecida o con

fibrosis incipiente 4. Ademas, estos datos apoyan la necesidad de realizar seguimiento
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clinico y despistaje de CHC tras la curacion del VHC en aquellos pacientes con fibrosis

avanzada previa al tratamiento antiviral.

De forma similar, multiples estudios han demostrado una mejoria o ausencia de
progresion de las manifestaciones extrahepaticas tras la curacion del VHC. Se ha
descrito una reduccién de la fatiga, una mejoria de la calidad de vida, una disminucién
del riesgo de linfoma, de eventos cardiovasculares y de diabetes mellitus tipo 2 7°. A
nivel renal, un estudio prospectivo que incluyé 148 pacientes con vasculitis
crioglobulinémica describié una respuesta clinica completa en el 76% de estos tras la
curacién del VHC 115, Resultados de seguimiento de 52 pacientes con glomerulonefritis
crioglobulinémica mostraron tasas de RVS muy altas (94%) con mas de un 60% de
remision completa o parcial de la enfermedad renal 6. En la actualidad, existen pocos
datos del impacto de la curacion del VHC en la evolucion de la funcién renal en pacientes
con ERC. El seguimiento a un afio de 523 pacientes con ERC y VHC que se trataron con
AAD no observo diferencias significativas en la TFGe comparado con una cohorte
histérica de pacientes no tratados *!’. Estos resultados contrastan con los obtenidos en
el seguimiento de 403 pacientes con ERC y VHC en los que si que se describio un
aumento significativo de la TFGe 12 semanas después del tratamiento 18 si bien en esta
altima cohorte solo 6 pacientes presentaban ERC estadio 4 o 5. Resultados de
seguimiento de dos grandes cohortes de pacientes tratados con regimenes basados en
interferon describieron una disminucion del riesgo de glomerulonefritis entre los
pacientes con RVS y un menor riesgo de ERC terminal entre los que recibieron
tratamiento 1%° 120, Este (ltimo resultado es similar a los encontrados en una revision
retrospectiva de 245,596 pacientes con VHC de los cuales 40,654 recibieron tratamiento
con AAD. En esta revision, la incidencia de enfermedad renal cronica fue menor entre
aquellos que recibieron terapia antiviral. Ademas, en el andlisis multivariado, el
tratamiento con AAD se asoci6 de forma independiente con una disminucion significativa
del riesgo de complicaciones hepaticas, no hepaticas y de mortalidad. *?'. Ante estos
datos, parece indudable que las altas tasas de curacién del VHC conseguidas con los

AAD tienen un claro impacto en la morbilidad y mortalidad asociadas a esta infeccion.
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1.5. Virus de la hepatitis D

El virus de la hepatitis D (VHD) es un virus ARN defectivo perteneciente a la familia
Deltaviridae. Tiene un genoma de ARN monocatenario circular de polaridad negativa de
tan solo 1.7 kb, con un ciclo viral y caracteristicas estructurales analogas a los viroides
que infectan plantas. Este genoma tan solo tiene una region codificante para un antigeno
propio (HDAQ) y no codifica ninguna polimerasa viral, por lo que la replicacion depende
de la polimerasa ARN del huésped. Mediante la accion de otra enzima celular, la
adenosina deaminasa, que actua sobre ARN (ADARL1), el genoma del virus es editado
modificando el codon de “STOP” del HDAg lo que permite codificar un antigeno corto y
otro mas largo. Estos dos antigenos, conocidos como “antigeno corto (sHDAg)” y
“antigeno largo (IHDAg)”, son esenciales en el ciclo viral y forman parte de la particula
viral que estara envuelta por el antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAg) del VHB
122 Ademas, el VHD utiliza el HBsAg para ingresar en los hepatocitos y luego
diseminarse. Por todo ello, la infeccion por VHD Unicamente puede estar presente en
pacientes con infeccion por VHB. La infeccién por VHB se detalla en el apartado 1.3. La
infeccion aguda por VHD puede ocurrir de forma simultdnea al VHB (coinfeccion) o de

forma diferida en pacientes previamente infectados por VHB (superinfeccion) 123,

A pesar de que existen regiones en las que se desconoce de la epidemiologia del VHD,
se estima que esta infeccibn esta presente en aproximadamente un 4.5% de los
individuos infectados por el VHB, lo que representa unos 10 o 20 millones de personas
en todo el mundo. %4, Las vias de transmisién son las mismas que para la hepatitis B,
siendo la via parenteral la predominante. La infeccién cronica por hepatitis D se
considera la forma més grave de hepatitis viral. Los pacientes con hepatitis cronica delta
presentan una mayor severidad de la enfermedad hepatica, con un mas rapido desarrollo
de cirrosis, mayor riesgo de descompensacion hepatica y una mayor mortalidad en
comparacion con los pacientes que presentan monoinfeccion por VHB 125, El diagndéstico
estad basado en la serologia mediante la deteccion de anticuerpos frente al VHD (anti-
VHD) y la determinacion de la carga viral (ARN-VHD). El ciclo de replicacién del VHD no
se ve afectado por las terapias antivirales convencionales contra el VHB, como los
inhibidores de la polimerasa viral que se usan en la infeccion por el VHB. Durante mucho
tiempo, el tratamiento con interferon-a pegilado (peglFNa) ha sido la Unica opcién
terapéutica disponible a pesar de las bajas tasas de respuesta (20-30%) y la mala
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tolerancia al tratamiento !?® Ademadas, una gran proporcion de los pacientes que
responden inicialmente, recurren, incluso varios afios después de finalizar el tratamiento,
lo que conlleva la necesidad de una evaluacion repetitiva a largo plazo de la carga viral
del ARN del VHD. Recientemente se han identificado nuevas dianas moleculares que
han derivado en el desarrollo de nuevos farmacos dirigidos contra el VHD. Algunos
compuestos como Bulevirtide (BLV) en monoterapia o combinados con peglFNa se han
evaluado en ensayos clinicos. El BLV es un inhibidor de la entrada de péptidos que
bloquea la union de las particulas envueltas de HBsAg al polipéptido transportador NTCP
(Taurocolato de sodio), receptor de entrada para el VHB y VHD. De esta manera BLV
evita la entrada del VHD en los hepatocitos. A raiz de los potenciales efectos terapéuticos
favorables y la buena tolerabilidad del BLV comprobados en ensayos de fase Il, la
Agencia Europea del Medicamento (EMA) aprobo de forma condicional el BLV en 2020
para el tratamiento de adultos con enfermedad hepética crénica compensada.

Esta terapia ha marcado un punto de inflexion en el tratamiento de la infeccion por VHD
127128 Estudios recientes han reportado tasas de respuesta viroldgica del 50% a pesar
del corto periodo de seguimiento. Estos resultados coinciden con los de una revision
reciente en la que se han analizado los diferentes estudios existentes con BLV en
monoterapia 0 en combinacion con IFN. Valorando la respuesta viroldégica como una
disminucién de 2 logaritmos de la carga viral y administrando una dosis de 2mg/dia, la
respuesta virologica ha sido del 54% en monoterapia y del 75% en combinacion con
IFN2°. Por Gltimo, datos de un reciente estudio fase 3 han mostrado una disminucién de
2 logaritmos de la carga viral en un 48% de los pacientes a las 48 semanas de
tratamiento. Sin embargo, la negativizacion de la viremia a las 48 semanas solo se ha

descrito en un 20% de los pacientes tratados 2°,
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Figura 6. Respuesta a Bulevirtide durante 24 semanas en diferentes estudios.

Monoterapia vs combinacion con IFNpeg. Imagen extraida de Lampertico et al., 2022.

1.6. Virus de la hepatitis E

El virus de la hepatitis E (VHE) es un virus ARN monocatenario de 7.2 kb perteneciente
a la familia Hepeviridae con cuatro genotipos mayoritarios (1 a 4) bien caracterizados y
otros cuatro (5 a 8) minoritarios y todavia no bien tipificados. Actualmente se considera
la causa mas frecuente de hepatitis aguda a nivel mundial. Su forma de transmision viene
determinada por el genotipo predominante en cada region. En los paises de baja renta,
los genotipos predominantes son el 1y 2, cuya transmision se produce por via fecal-oral.
Se han estimado mas de 20 millones de casos anuales en 9 regiones de Africa y Asia
131 En cambio, en paises de alta renta, donde predominan los genotipos 3 y 4, la
infeccidn es considerada una zoonosis transmitida al ingerir o manipular carne poco
cocinada o cruda de cerdo, jabali, ciervo, asi como otros productos contaminados. El
genotipo 7 también se ha relacionado con este tipo de transmision. El VHE es la Gnica
hepatitis viral que tiene reservorio animal y que por tanto puede ser transmitida de éstos
a humanos. La transmision por hemoderivados también esta muy bien caracterizada en
el genotipo 3 y su cribaje sistematico en bancos de sangre se esta extendiendo *2. Las
dos vias de transmisién por consumo de alimentos contaminados y por hemoderivados

se ilustran en el estudio de Riveiro et al 32 en el que se describe un caso clinico de
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infeccidn por transfusién de hemoderivados a partir de un donante que se infecto por via
zoonotica. En la mayoria de casos, la hepatitis E es una enfermedad asintomatica y
autolimitada. No obstante, existen grupos de riesgo para desarrollar enfermedad grave
como son las gestantes o los pacientes cirréticos. En el caso de las gestantes, se han
descrito tasas de letalidad del 20 al 40% 3*. En los pacientes cirréticos, la infeccién
aguda por VHE puede desencadenar un fallo hepatico agudo sobre crénico, asociando
mayor mortalidad 3°. Ademas de las manifestaciones hepaticas, se han descrito
multiples manifestaciones extrahepaticas, principalmente neurolégicas, como
polineuropatia desmielinizante, ataxia o aplasia medular. El diagnéstico se basa en la
serologia mediante anticuerpos anti-VHE (IgM o IgG) y la determinacion de la carga viral
(ARN-VHE). A pesar de que no es habitual, los pacientes inmunosuprimidos, en especial
los receptores de un trasplante de 6rgano sélido, pueden experimentar una persistencia
o cronificacion de la infeccibn que se asocia a una rapida progresion de la fibrosis y
desarrollo de cirrosis 136, Los casos crénicos estan definidos por la persistencia del ARN-
VHE durante mas de tres meses. El tratamiento de la hepatitis E se realiza con
Ribavirina, la cual se reserva para los casos graves y crénicos %7, La prevencion de la
infeccidbn se basa en las medidas higiénico-dietéticas, en el control y medidas de
seguridad del consumo céarnico y en el correcto cribaje de hemoderivados. Ademas,
recientemente se ha aprobado una vacuna que hasta el momento solo esta

recomendada para el control de brotes epidémicos de la infeccion %,

1.7. Nuevas herramientas diagndsticas para las hepatitis virales
cronicas

Histéricamente el diagndstico microbioldgico ha estado ligado al Hospital y a la presencia
de un laboratorio donde se utilizan técnicas de inmunoensayos de altisima sensibilidad
y especificidad, y que actualmente se basan de manera predominante en la
quimioluminiscencia. A pesar de disponer de estas técnicas, el acceso a ellas es muy
limitado en regiones con altas prevalencias de infeccién por hepatitis virales cronicas.
Por suerte, en los ultimos afios se han desarrollado y/o perfeccionado técnicas
diagnosticas que permiten descentralizar el diagnostico del laboratorio, obtener
resultados inmediatos o en muy poco tiempo y que facilitan el acceso al diagndstico en
regiones con escasos recursos o poblaciones poco accesibles 46, Un buen ejemplo de

ello son las pruebas serolégicas rapidas para el diagndstico de la hepatitis C y B que
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pueden utilizarse con fines de cribado y que estan basadas en la inmunocromatografia.
En general, ofrecen sensibilidades y especificidades por encima del 90%, aunque la
sensibilidad puede variar sustancialmente dependiendo del fabricante y disminuir en
casos con baja carga antigénica 3 149, A pesar de su inferior sensibilidad y/o especificad,
pueden facilitar el diagnostico en estas regiones remotas, asi como en grupos de riesgo

mal vinculados a los sistemas sanitarios habituales.

Por otro lado, la rapidez y acceso al diagnostico molecular ha mejorado
significativamente con los formatos “point-of-care” como el GenXpert (Cepheid®,
California, USA). Esta tecnologia aporta una alta precisién en el diagnéstico, facil
manipulacién de las muestras y rapidez en los resultados 4! 142, Esta prueba no solo se
usa en hospitales de paises de alta renta para obtener un diagndstico precoz, sino que
también ha permitido llevar el diagnéstico molecular hasta regiones de bajos recursos.
El principal problema de estas pruebas es el precio elevado que limita su universalizacion

a corto plazo.

Las muestras de sangre seca (sangre fijada sobre un soporte sélido) han demostrado
ser una herramienta alternativa para el diagnéstico seroldgico y viroldégico de
enfermedades infecciosas como el VIH %3, Es una técnica sencilla que permite la
recogida y almacenaje de muestras de sangre capilar o venosa en un papel secante y
Su posterior recuperacion en el laboratorio para su analisis habitual. Estas herramientas
permiten realizar la toma de muestras de forma sencilla, con escaso material y en
cualquier entorno, permitiendo descentralizar el diagnostico. Existe una creciente
evidencia de la utilidad y validez de esta técnica para el diagnéstico de las hepatitis
virales cronicas. Datos de un metaandlisis reciente mostrd una sensibilidad y especificad
agrupadas para la técnica de sangre seca frente al procesamiento habitual del 98% vy
100% respectivamente para la determinacion del HBsAg y del 98 y 99% respectivamente

para los anticuerpos anti-VHC 144,

Por el contrario, la sensibilidad para la deteccion de las cargas virales del VHB y el VHC
en muestras de sangre seca se ha mostrado menor, en especial para el ADN VHB debido
al efecto de dilucién al recuperar la muestra y el consecuente aumento de los limites de
deteccion. No obstante, existe una fuerte correlacion entre los resultados moleculares

de las muestras de sangre seca y las procesadas por medios habituales de plasma
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(Soulier et al., 2016; Jardiet al., 2004; Mohamed et al.,, 2013). La deteccion de
anticuerpos anti-VHD y ARN-VHD en muestras de sangre seca también ha mostrado
buenos resultados (Jackson et al., 2019). Las principales limitaciones de las muestras de
sangre seca son la menor sensibilidad para detectar cargas virales y la variabilidad
asociada al papel utilizado y poca estandarizacion del volumen de sangre recogido.
Recientemente se han desarrollado las tarjetas de separaciéon de plasma (TSP)
(Roche®) con algunas caracteristicas para mejorar el diagnéstico en comparacion con
otros papeles secantes motivo por el que se han utilizado en la presente tesis doctoral.
Estas tarjetas incorporan un filtro que separa las células sanguineas del plasma
minimizando la interferencia del material celular en la muestra, un estabilizador de acidos
nucleicos y una mayor capacidad de volumen (140uL) en cada uno de los tres circulos
de papel (Carmona et al., 2019). No obstante su precio es mayor que el papel secante
convencional 4%, Los primeros estudios que se realizaron con muestras de sangre seca
recogidas en TSP obtuvieron una alta sensibilidad y especificad para el diagndstico
molecular del VIH y del VHC (Carmona et al., 2019; Marins et al., 2020).

1.8. Estrategias de cribado para la infeccion por VHC y VHB

Dada la gran carga de morbilidad y mortalidad de las hepatitis virales y en vista de los
nuevos tratamientos para la hepatitis C, la disponibilidad de medidas preventivas para la
infeccion por el VHB vy el desarrollo de nuevas herramientas diagndsticas, en 2016, se
lanzé la primera estrategia mundial para la eliminacién de las hepatitis virales. Los
objetivos marcados por la OMS fueron la reduccién en un 65% de la mortalidad
relacionada con las hepatitis y en un 90% las nuevas infecciones para el afio 2030 “6.

Incrementar el diagndstico de las hepatitis virales es uno de los principales pilares para
alcanzar las metas de eliminacién. Para ello, el cribado de ambas infecciones es crucial.
Un buen ejemplo es el rastreo sistematico implementado en los bancos de sangre y
disminucién de la transmision nosocomial que han tenido un gran impacto en la
disminucién de la incidencia de nuevos casos de hepatitis C y B en nuestro medio. Esta
fotografia contrasta con lo que sucede en muchos paises de baja y media renta. En Africa
sub-Sahariana, por ejemplo, el cribado sistematico en los bancos de sangre no se realiza
de manera Optima. La escasez de pruebas diagndsticas, las frecuentes roturas de stock

y el uso exclusivo de pruebas seroldgicas rapidas favorecen la inseguridad en estas
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practicas 146, Por si fuera poco, mas de un 50% de las transfusiones de hemoderivados
van dirigidas a nifios menores de 5 afios, aumentado el riesgo de cronificacion de la

hepatitis B en caso de transmisién nosocomial 147,

En nuestro medio, la amplia cobertura vacunal frente al VHB, las mejora en las medidas
preventivas para evitar la transmision de ambas hepatitis y los nuevos tratamientos con
antivirales de accién directa para el VHB han hecho que, tanto la hepatitis C y B queden
practicamente relegadas a grupos de riesgo bien definidos como son los UDVP,
personas que viven con VIH, inmigrantes de zonas endémicas o colectivos con practicas
sexuales de riesgo. Por ello, y con el afan de cumplir con los objetivos de 2030, el cribado
activo de poblaciones de riesgo se esta expandiendo y los proyectos de microeliminacion

del VHC se estan multiplicando 48,

La recuperacion de pacientes perdidos del sistema sanitario es una de las estrategias
gue se ha utilizado para la eliminacion del VHC. En la provincia de Utrecht se realiz6 un
estudio de microeliminacion recuperando pacientes a través de los resultados positivos
(anti-VHC o ARN-VHC) del laboratorio de 5 centros de salud. Tras revisar las historias y
contactar con los pacientes, se re-identificaron 42 infecciones cronicas a las que se les
ofrecio tratamiento con AAD 14°, Otros proyectos de microeliminacién del VHC en centros
psiquiatricos o penitenciarios °° han resultado Utiles para aumentar el diagnéstico y
tratamiento. No obstante, estos proyectos pierden efectividad cuando se trata de la
microeliminacion en grupos que mantienen actividades de riesgo para la reinfeccion por
VHC. En este sentido, resultados de seguimiento a un afio de UDVP activos a los que
se les testo y ofrecio tratamiento con AAD, observo que a pesar de su impacto, las tasas
de aceptacion del cribado y cumplimiento del tratamiento fueron bajas, describiendo
ademas, un mayor fracaso del tratamiento y reinfecciones 1. Asimismo, el cribado
sisteméatico de VHB y VHC en poblacién inmigrante y su vinculacién al sistema sanitario
ha demostrado ser coste-efectivo y necesario para eliminar ambas infecciones en

Europa 2.

A pesar de que en la Ultima década se han logrado grandes avances en la eliminacion
de las hepatitis virales, la disminucion de la prestacion de servicios de salud durante la
pandemia por COVID-19 ha llevado a reducciones en el diagnostico, tratamiento y

atenciéon de los pacientes con hepatitis virales crénicas 1°3. Este impacto negativo
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sumado a la desigualdad en el acceso al diagndstico y tratamiento a nivel global hacen

poco probable alcanzar los objetivos marcados para 2030.
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2. Hipotesis de la tesis doctoral

La eliminacion de las hepatitis virales es un reto de salud publica a nivel mundial. Sin
embargo, los casos diagnosticados y tratados en la actualidad son sub6ptimos a pesar
de que el tratamiento del VHC con los antivirales de accion directa disminuye las
complicaciones y la mortalidad a largo plazo y la vacunacion del VHB puede prevenir la

infeccién en la mayoria de casos.

La aplicacion de nuevas herramientas o estrategias diagnosticas como las muestras de
sangre seca para el VHB, VHC y VHD podrian facilitar el diagnéstico en la comunidad o
en paises con bajos recursos. Hasta la fecha las estrategias de microeliminacion del VHC
en nuestro medio estan enfocadas a grupos de alto riesgo como los UDVP o personas
privadas de libertad. Estrategias para la recuperacion de pacientes no tratados y
perdidos en el seguimiento podrian contribuir a la eliminacién del VHC. Por dltimo, el
tratamiento del VHC con AAD en pacientes con enfermedad renal cronica avanzada
podria tener un impacto positivo a largo plazo sobre la funcién renal al igual que sucede

con la enfermedad hepatica u otras complicaciones extrahepaticas.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo primario

Evaluar el impacto a largo plazo del tratamiento con antivirales de accion directa, analizar
la precision de nuevas herramientas diagnésticas parar las hepatitis virales crénicas y
analizar el impacto de nuevas estrategias para incrementar el diagnostico y tratamiento

de la hepatitis C.

3.2. Objetivos secundarios

e Evaluar la mortalidad y la evolucion de la funcion hepatica y renal a largo plazo en
pacientes con insuficiencia renal crénica avanzada e infeccion por VHC tratados
con antivirales de accién directa.

e Evaluar la validez de las muestras de sangre seca almacenadas en tarjetas de
separacion de plasma para el diagnostico serolégico y virologico de las hepatitis
B, CyD.

e Implementar una estrategia de recuperacion de pacientes con infeccién crénica
por VHC perdidos en el seguimiento, evaluar su coste-efectividad y analizar el
impacto de la pandemia por COVID-19 sobre la pérdida de seguimiento de

pacientes.
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4. Material y métodos

Este proyecto de tesis doctoral incluye tres estudios:

4.1. Seguimiento alargo plazo de pacientes infectados por el VHC
con enfermedad renal crénica en estadio terminal tras una
respuesta virologica sostenida con antivirales de accién directa

El primer trabajo es un estudio retrospectivo-prospectivo multicéntrico en el que
participaron pacientes monoinfectados por el VHC (genotipos 1 o0 4) y/o coinfectados por
VIH, que ademas presentaban enfermedad renal cronica avanzada (estadio 3b-5) y que
habian participado previamente en el estudio VieKinD (evaluacion de la efectividad del
tratamiento con Ombitasvir/Paritaprevir ritonavir + Dasabuvir (OBV/PTV/r £ DSV) durante

12-24 semanas). Los pacientes recibieron tratamiento entre enero y diciembre de 2015.

Los datos iniciales y de respuesta viral sostenida a la semana 12 (RVS12) se recuperaron
de la base de datos del estudio VieKinD. Los datos de seguimiento se obtuvieron
mediante la revision de las historias clinicas de los pacientes hasta diciembre de 2020.
Se revisaron datos clinicos como hipertension, diabetes, estadio de la ERC, necesidad
de TRS, trasplante renal, presencia de cirrosis, episodios de descompensacion hepética
(ascitis, hemorragia digestiva por hipertension portal y encefalopatia), CHC y causa de
la muerte, ademas de parametros analiticos y determinaciones del ARN del VHC. La
parte prospectiva del estudio se centrd en los pacientes que estaban vivos, disponibles
y accesibles para el seguimiento. Se contacté con ellos para realizarles una visita médica
y una analitica (hemograma, AST, albumina, bilirrubina, creatinina, TFGe y ARN-VHC) y
una ET hepética. Para comparar las tasas de mortalidad de nuestra cohorte, se utilizo
una cohorte histérica de individuos infectados por el VHC bajo TRS de la Organizacion
Catalana de Trasplantes (OCATT) con datos recogidos del 2000 al 2015, justo antes de
la amplia disponibilidad de los nuevos AAD. La tasa de mortalidad de nuestra cohorte se
compar6 con los datos de la cohorte del OCATT teniendo en cuenta la mediana de
seguimiento de nuestros pacientes. La TFGe se calcul6 basandose en la ecuacién CKD-
EPI. El estadio de la ERC se definid segun las ultimas guias de KDIGO: grado 1 = 90
ml/min/1,73m?, grado 2 = 60-89 ml/min/1,73m?, grado 3a = 45-59 ml/min/1,73m?, grado
3b = 30-44 ml/min/1,73m?, grado 4 = 15-29 ml/min/1,73m? y grado 5 < 15 ml/min/1,73m?

154 La evaluacion de la fibrosis hepatica se realiz6 mediante la ET hepéatica (F4 = 12,5
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kPa, F3 =2 9,5, F2 27, y FO-F1 < 7 kPa). El ARN del VHC se determiné mediante el
sistema automatizado de PCR en tiempo real (Cobas 6800, Roche). Las causas de
muerte se clasificaron en seis grupos (cardiovascular, oncoldgica, infecciosa,

enfermedad renal, enfermedad hepatica y otras).

4.2. Validacion y estandarizacion del diagnostico serolégico y
molecular de Hepatitis C y B en muestras de sangre seca
mediante tarjetas de separacion de plasma

El segundo trabajo fue un estudio prospectivo y observacional que tenia como objetivo
la validacién de las muestras de sangre seca obtenidas por medio de tarjetas de
separacion de plasma (TSP) (Roche, Cobas® Plasma Separation Card, Pleaseanton,
CA). El estudio de validacion se realizo en el Hospital Vall d’'Hebron, Barcelona (Espafia)
y fue seguido de un estudio piloto de implementacién en el Hospital Nossa Senhora da
Paz en Cubal, Angola. Este hospital esta situado en el municipio rural de Cubal, provincia
de Benguela. En este centro, Unicamente se puede realizar diagndstico serolégico de
VHB y VHC mediante test rapidos y ningin hospital publico de la provincia dispone de

diagnéstico molecular de ambas infecciones.

Para el estudio prospectivo y observacional, se seleccionaron pacientes no consecutivos
de la consulta externa del servicio de Hepatologia del Hospital Vall d’Hebron de octubre
a diciembre de 2019. Se incluyeron pacientes con anticuerpos anti-VHC positivos
independientemente de la presencia de ARN del VHC, pacientes HBsAg positivos y un
pequefio numero de pacientes con anticuerpos anti-VHD. Se recogieron
simultaneamente dos muestras de sangre de cada paciente, una muestra de sangre
venosa que se recogio en un tubo con EDTA y que se proceso de forma convencional y
una muestra de sangre capilar que se almacend en una tarjeta de separacion de plasma

(TSP) y que se proceso tal y como se muestra en la figura 7a >y 7b.
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Figura 7a. Muestreo en TSP y extraccion de la muestra de sangre seca para

recuperacion del plasma. Imagen extraida de Velasquez-Orozco et al., 2021.
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La sangre capilar se coloco en cada uno de los 3 circulos de papel secante que contiene
una TSP completa. La tarjeta se dejo secar durante al menos 4 dias a temperatura
ambiente. A continuacioén, se extrajeron cada una de las tres manchas de sangre seca
de la TSP utilizando unas pinzas y se proces6 siguiendo el protocolo establecido. Para
la realizacion de las serologias se utilizO un sistema electroquimioluminiscente
automatizado (mddulos cobas e601/cobas €602 o cobas €801 de la serie de analizadores
modulares cobas® 8000, Roche, Basilea, Suiza) para el HBsAg (Elecsys HBsAg Il), los
anticuerpos anti-HBc (Elecsys anti-HBc Il) y anti-VHC (Elecsys anti-VHC II) en muestras
convencionales y el plasma obtenido de las TSP. En los casos HBsAg positivos, se
determinaron los anticuerpos anti-VHD utilizando el ensayo anti-VHD LIAISON XL murex
en un sistema automatizado de quimioluminiscencia (Liaison®, DiaSorin) en muestras
de suero y en los respectivos eludidos de las TSP. Todos los marcadores seroldgicos se
realizaron con el eluido de 1 circulo o mancha de sangre seca de la TSP (140 pl). Para
la obtencion del plasma de la TSP, se extrajo un circulo de la TSP y se incubé a 37 °C
con 600 uL de diluyente (diluyente universal Elecsys) durante toda la noche (al menos 8
h).

Si las pruebas de HBsAg, anti-HCV o anti-HDV resultaban positivas, se realizaba una
prueba molecular (ADN-VHB, ARN-VHC, ARN-VHD) de forma refleja en una segunda
mancha de TSP. Para la realizacion del analisis molecular se utilizé un sistema
automatizado de PCR en tiempo real (Cobas 6800®, Roche, Basilea, Suiza) para medir
el ADN-VHB (Cobas VHB®) y el ARN-VHC (Cobas VHC®) en muestras de plasmay en
las respectivas muestras de sangre seca. Para el estudio de la carga viral del ARN VHD
se utilizd un sistema de PCR a tiempo real “in house” desarrollado por el propio
laboratorio del Vall d’'Hebron previamente descrito en el sistema Light Cycler V2 156

Para extraer el ARN/ADN de la TSP, se recuper6 el plasma de 1 circulo de la TSP para
cada determinacion de carga viral para tener suficiente volumen. Las muestras se
incubaron a 56 °C con 950 uL de reactivo de preextracciéon de muestras (Roche®,
Basilea, Suiza) durante 10 minutos a 1000 rpm en un termoagitador precalentado. Todas
las muestras para el estudio de VHB y VHC se cargaron en el sistema Cobas 6800®
para la extraccion, amplificaciéon y deteccion del ARN/ADN de acuerdo con las

instrucciones de procesamiento con un volumen de 500 pL. En las figuras 7a 'y 7b se
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muestra el procesamiento de la sangre en TSP para el analisis serologico y virologico de
VHC, VHB y VHD.

Durante el mes de diciembre de 2019, realizamos un muestreo aleatorio en el Hospital
Nossa Senhora da Paz en Cubal (Angola), seleccionando adultos no consecutivos
mayores de 18 afos de las consultas externas del hospital. Tras firmar el consentimiento
informado, se registraron datos demograficos, clinicos y epidemioldgicos. Se realizé un
hemograma y una determinacién de AST y ALT en el laboratorio del hospital de Cubal.
Se recogi6 sangre capilar para llenar una tarjeta de separacion de plasma completa, se
dejé secar durante al menos 4 dias a temperatura ambiente y se envid por correo
ordinario al laboratorio clinico del Hospital Vall d'Hebron donde se realiz6 el
procesamiento de las muestras de sangre seca tal y como se ha descrito previamente.
Todas las muestras almacenadas en TSP se procesaron en las tres semanas siguientes

a su recogida.

4.3. Andlisis de coste-efectividad de la estrategia ReLink-C para
recuperar pacientes con infeccion por VHC perdidos en el
seguimiento e impacto de la pandemia por COVID-19 en la
pérdida de seguimiento y recuperacion de pacientes

El tercer trabajo tuvo como objetivo aplicar una estrategia para recuperar pacientes con
infeccion cronica por VHC no tratados y que habian sido perdidos en el seguimiento. La
recuperacion de estos pacientes se hizo inicialmente a través de los datos de las cargas
virales positivas para VHC detectadas en el laboratorio del Hospital Vall d’Hebron. Desde
2019, se realizan cargas reflejas en caso de resultados positivos para anti-VHC sin
necesidad de que el clinico solicite la carga viral 5. Por ello, la recuperacién de
pacientes se realizo a partir de 2019 hasta 2021.

Este trabajo es un estudio ambispectivo basado en la estrategia ReLink-C que consté de
una primera fase centrada en la identificacion de los casos positivos para el ARN-VHC a
través de los registros de cargas virales reflejas realizadas en el laboratorio del Hospital
Vall d’Hebron y en la revision de las historias clinicas y una parte prospectiva para la
recuperacion de los pacientes no tratados y perdidos en el seguimiento. La revision de
las historias clinicas se centré en determinar si el paciente habia recibido tratamiento

para el VHC con los nuevos AAD, asi como los motivos por los cuales no se habia
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realizado. Para la recuperacion de pacientes se excluyeron todos aquellos que realmente
ya habian recibido tratamiento los que presentaban contraindicaciones para el
tratamiento, comorbilidades limitantes o corta expectativa de vida, los fallecidos y

aquellos en los que no se disponia de informacién para contactar.

La segunda fase de la intervencién se centré en las personas que no habian recibido
tratamiento. Se llamo6 un maximo de cinco veces a los nimeros de contacto encontrados
en la historia clinica, y en los casos en los que no se obtuvo respuesta, se les envié una
cita por correo ordinario. Aquellos pacientes contactados con éxito fueron informados del
objetivo del proyecto de recuperacion ReLink-C e informados de la efectividad y
tolerabilidad del tratamiento con AAD. Finalmente, se ofrecid y agend6 una visita
presencial en el Hospital para valorar inicio de tratamiento para el VHC. En una Unica
visita se realiz6 una nueva historia clinica y exploracion fisica, una extraccion sanguinea
que incluyé hemograma, AST, ALT, creatinina, TFGe y ARN-VHC y genotipo viral en los
casos positivos, asi como una ET hepatica para determinar el grado de fibrosis hepatica
(F4=12,5kPa, F3=9,5, F22>7,y FO-F1 < 7 kPa). A los pacientes con fibrosis hepética
avanzada (F3-F4) se les realiz0 una ecografia abdominal. Tras evaluar todos los
resultados y confirmar la presencia de una infeccion activa (ARN-VHC detectable), se
contactd nuevamente con el paciente y se ofrecié tratamiento con AAD evaluando
cumplimiento y curacion posterior. En la figura 8 se resumen las fases de la estrategia
ReLink-C.

Figura 8. Resumen de las fases de la estrategia ReLink-C

@ﬁ :’@ /@Q @D@;Q
. iei sdi Analitica con
Busqueda para Contacto Visita médica Valorar
identificar ))) telefénico en ))) de ))) ARN"""!‘E Y ))) tratamiento
pacientes HCV aquellos reevaluacién evaluacién con AAD
perdidos en el candidatos de I? f'bms's
seguimiento para recuperar hepitica

Ademas, se realizé una evaluacion econdémica para estimar la coste-efectividad de la
estrategia ReLink-C en comparaciéon con la ausencia de intervencion activa. Los costes

de la estrategia ReLink-C incluyeron los recursos sanitarios utilizados para el diagnéstico

55



del VHC (horas asignadas a la busqueda de los pacientes perdidos y la evaluacion
médica) y la vinculacion al sistema sanitario excluyendo los costes de tratamiento con
los AAD. El impacto en los resultados sanitarios y economicos de ReLink-C frente a la
no intervencion se estimé utilizando un modelo de Markov previamente descrito para
simular la evolucion natural de la hepatitis C cronica a través de diferentes estados de
salud a lo largo de la vida del paciente 8. Este modelo incluyé solo el coste sanitario

directo asociado al manejo de la enfermedad.

Por dltimo, se analizé el impacto de la pandemia por COVID-19 en la pérdida de
seguimiento de los pacientes. Para ello, se compararon los datos de recuperacion de
pacientes con ARN-VHC detectable en los 14 meses antes y en los 14 meses después
de la instauracion de las politicas de emergencia por el COVID-19 (implementadas el 13
de marzo de 2020).

4.4. Andlisis estadistico

Las variables cuantitativas con una distribucion normal se compararon mediante la
prueba de la t de Student y se expresaron como media * desviacion estandar (DE). Las
variables con una distribucién no normal se analizaron mediante la prueba de la U de
Mann-Whitney y se expresaron como mediana y rango intercuartilico [RIC]. Las variables
categoricas se compararon mediante la prueba de la chi-cuadrado o la prueba exacta de
Fisher cuando las frecuencias eran inferiores al 5%, y se expresaron como frecuencias
y porcentajes. Se realizé la correlacion de Pearson para comparar la carga viral en
sangre venosay en la sangre seca. El intervalo de confianza del 95% de las proporciones
se calculé mediante el método de Newcombe '*°. Los resultados se consideraron
estadisticamente significativos cuando el valor p fue inferior a 0,05. Todos los analisis
estadisticos se realizaron con los softwares IBMSPSS, 26 (SPSS Inc., Armonk, NY,
EE.UU.) o EPIDAT 3.
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5. Resultados

5.1. PRIMER ESTUDIO: Seguimiento a largo plazo de pacientes
infectados por el VHC con enfermedad renal cronica en estadio
terminal tras una respuesta viroldgica sostenida con antivirales
de accion directa

5.1.1. Caracteristicas basales de los participantes

Ciento treinta y cinco participantes de 31 hospitales participaron en el estudio Vie-KinD
y 125 (92.6%) consiguieron una RVS12. Sesenta y seis (52.8%) de los que consiguieron
una RVS12 fueron seguidos durante mas de 6 meses y se incluyeron en el presente
estudio. La mayoria eran hombres (69.7%), con una mediana [RIQ] de edad de 58 [51-
70] afos, el 98,5% eran caucasicos y 25 (37.9%) tenian cirrosis hepatica, tres de ellos
con historia previa de descompensacion hepatica pero compensada en el momento del
tratamiento con AAD. Las comorbilidades mas frecuentes fueron hipertension en 48
(72.7%), diabetes mellitus en 15 (22.7%) y dislipidemia en 19 (28.8%) pacientes. En
cuanto a la enfermedad renal, 3 (4.5%) presentaban ERC estadio 3b, 10 estadio 4
(15.2%) y 53 (80.3%) estadio 5. Cincuenta y tres (80.3%) pacientes estaban bajo TRS,
49 (92.5%) en hemodilisis y 4 en didlisis peritoneal. Treinta y un pacientes (47.0%)
tenian antecedentes de trasplante renal previo. En el estudio VieKinD no se observaron
cambios en los valores medios de creatinina y TFGe en la RVS a la semana 12
comparado con el inicio de tratamiento. Las medianas de creatinina y de TFGe antes del
tratamiento con AAD fueron de 5.6 [3.7-7.8] mg/dL y 10 [6.3-15.2] mL/min/1.73 m2 y de
6.4 [4.3-8.3] mg/dL y 8 [6-16] mL/min/1.73 m2 en la RVS12. Las caracteristicas de los

pacientes del estudio en el momento del inicio de los AAD se resumen en la Tabla 3.
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Caracteristicas basales (n=66)

Sexo (hombre)

46 (69.7%)

Edad (afios)

58 [51-70]

Raza (Caucésico)

65 (98.5%)

Hipertension

48 (72.7%)

Diabetes 15 (22.7%)
Dislipemia 19 (28.8%)
VHC-VIH 3 (4.5%)
Plaguetas (x10°L) 164 [133 — 210]
AlbUimina (mg/dl) 4.1[3.7-5.0]
Bilirrubina (mg/dl) 0.5[0.4-0.6]

Cirrosis 25 (37.9%)
Fibrosis
- FO-F1 19 (28.8%)
- F2 9 (13.6%)
- F3 13 (19.7%)
- F4 25 (37.9%)
Trasplante renal 31 (47%)
Estadio ERC
- ERC3b 10 (4.5%)
- ERC4 10 (15.2%)
- ERC5 53 (80.3%)
TRS 53 (80.3%)
- Hemodialisis 49 (92.5%)

Tabla 3. Caracteristicas basales de los pacientes incluidos en el seguimiento.

5.1.2. Evolucién de la funciéon renal tras alcanzar RVS

Veinticinco (37.9%) pacientes recibieron un trasplante renal en un periodo mediano de
2.3 [0.9-2.8] afios y ninguno de ellos fallecio. Ninguno de estos pacientes presentaba
coinfeccién por VIH. La mayoria de estos pacientes (84.0%) presentaban ERC estadio
5, 19 (76.0%) estaban en TRS al inicio del tratamiento con AAD. A pesar de que 7
(28.0%) de estos pacientes presentaban cirrosis hepatica, ninguno requirié un trasplante
combinado (renal-hepatico). En global, se observé una mejoria de la creatinina sérica
(5.6 [3.7-7.8] mg/dl frente a 2.9 [1.5-6.9] mg/dl, p = 0.002) y de la TFGe (10 [6.3-15.2]
ml/min/1.73 m2 frente a 20 [6.9-51.2] ml/min/1.73 m2, p < 0.001) tras una mediana de

seguimiento de 4.5 [3.7-5.1] afos. Por el contrario, no se observaron cambios en los
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valores de creatinina ni de TFGe entre los 41 (62.1%) pacientes que no recibieron un
trasplante renal (creatinina: 5.4 [3-7.8] mg/dL frente a 6.6 [2.9-8] mg/dL, p =0.512; TFGe:
10.6 [7-19.9] ml/min/1.73 m2 frente a 7.7 [6-21] ml/min/1.73 m2, p = 0.992). La mediana
de seguimiento de estos 41 pacientes fue de 4 [2-5] afios.

El estadio de insuficiencia renal mejord en 6 (14.6%) pacientes y empeoro en 3 pacientes
(p < 0.001) (Tabla 4). En el ultimo seguimiento, 35 pacientes estaban bajo TRS: 30 de
los 53 que estaban previamente bajo TRS y 5 pacientes que requirieron inicio TRS. La
mejoria de la funcién renal condujo a la interrupcion de la TRS en 3 pacientes, lo que
supuso una tasa de abandono de la TRS del 5.6%. Finalmente se observé un ligero
incremento en los valores de TFGe en aquellos 8 pacientes que presentaban ERC
estadio 3b-4 antes del tratamiento con AAD, aunque las diferencias no alcanzaron

significacién estadistica (Figura 9).

Estadio ERC al inicio de AADs
Eétadlo Estadio 4 Estadio 5 | Total
?'f;tad'o 1(2.4%) |0 1(2.4%) |2 (4.9%)
?'fstad'o 2(4.9%) |1(24%) |0 3 (7.3%)
Estadio
ERC en el | Estadio
altimo . 0 2(4.9%) | 3(7.3%) |5 (12.2%)
seguimiento
Estadio o 28 0
c 0 3(3%) | (og.a0 | 3L (75:6%)
Total 3(7.3%) | 6(14.6%) |2 41 (100%)
: : (78.1%)

Tabla 4. Distribucion del estadio de la enfermedad renal cronica al inicio y en el Ultimo
seguimiento en los 41 pacientes que no recibieron un trasplante renal.
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creatinina (mg/dl)

TFGe (mL/min/1.73m?)

Todos los pacientes No trasplante renal ERC estadio 3b-4 sin TRS, sin trasplante renal basal ni

n=66 n=41 durante el seguimiento
n=8
157 157 157
2.9[1.56.9] 6.6 [2.9-8]
5.6 [3.7-7.8] 5.4 [3-7.8]
127 12 124
3 5
h-)
9 E 9 ? g
s ] 2.1[1.6-4.6]
£ £
61 T 61 w &
5 5
2[1.7-2.3]
3 3 -
=
=0.002 =0.512 =
o [ o p o p=0.237
T T T T 1 T
Basal Ultimo seguimiento Basal Ultimo seguimiento Basal Ultimo seguimiento
100 100 100
20 [6.9-51.2)
80 . 80 . 80
& g
£ 7.7 [6-21] £
& & 30 [10-40]
601 T 60 o T e
10[6.3-15.2] E 10.6[7-19.9] £
3 o 3 27.5 [23.4-34.8]
£ o =
401 o S 407 ® a0
0 E E
201 20 o0
<0. =0.
o p<0.001 . p=0.992 o p=0.611
T I T I r T
Basal Ultimo seguimiento Basal Uttimo seguimiento Basal Ultimo seguimiento

Figura 9. Mediana de creatinina y TFGe antes del tratamiento con AAD y en el ultimo
seguimiento en toda la cohorte, los pacientes que no recibieron trasplante renal y

aquellos ERC estadio 3b-4 sin TRS ni trasplante renal.

5.1.3. Evolucion de la enfermedad hepéatica

Durante el seguimiento, 2 (5.3%) pacientes con cirrosis compensada basalmente
desarrollaron descompensacion hepatica (ascitis y encefalopatia hepatica,
respectivamente). Ademas, 1 paciente (2.6%) con cirrosis hepatica desarrollé un
carcinoma hepatocelular (CHC) en el primer afo tras alcanzar la RVS. Ninguno de ellos
estaba infectado por el VIH. Ningun paciente requirié trasplante hepatico. El Unico

paciente que fallecié por enfermedad hepéatica presentaba cirrosis basalmente. EI ARN
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del VHC se determin6 al menos una vez tras la RVS en 51 sujetos (39 en el dltimo
seguimiento y 12 pacientes adicionales durante el control prospectivo) y no se detectd

ningun caso de reinfeccion.

5.1.4. Mortalidad global y comparacion de las tasas de mortalidad
con una cohorte historica de pacientes con ERC

Dieciocho (27.3%) pacientes, 16 (88.9%) de ellos bajo terapia renal sustitutiva (TRS),
fallecieron. Las principales causas de mortalidad se muestran en la figura 10. La tasa de
mortalidad entre los 53 pacientes que estaban bajo TRS al inicio del tratamiento antiviral
fue del 26.4% y del 30.8% en los que no la recibian (p = 0.5). La mortalidad entre los 30
pacientes que permanecieron en TRS durante todo el seguimiento fue del 40.0%.

omoncns - {111HHD -

ONCOLOGICA 22.2%
INFECCIOSA 11.2%
HEPATICA 5.5%
RENAL 5.5%
OTRAS 11.2%

Figura 10. Causas de mortalidad.

Los pacientes cirroticos tuvieron una mortalidad del 44.0%, significativamente mayor que
en los no cirréticos (17.1%) (p = 0.02). La tasa de supervivencia de nuestra cohorte de
53 pacientes con VHC sometidos a TRS se compar6 con la de una cohorte historica de
la OCATT que incluia 16834 pacientes que iniciaron TRS entre 2000 y 2019. Esta cohorte
incluia 772 pacientes anti-VHC positivos que iniciaron TRS entre 2000 y 2015. No se

pudieron recuperar datos del porcentaje de pacientes con VHC virémicos. No se
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observaron diferencias en la tasa de supervivencia entre los anti-VHC negativos que
iniciaron TRS entre 2000 y 2010 y los que lo hicieron entre 2011 y 2019, aunque fue
mayor que la observada entre los anti-VHC positivos (p < 0.001). Para la comparacién
con nuestra cohorte, sélo se incluyeron los 53 pacientes que estaban en TRS antes del
tratamiento con AAD. La supervivencia a los cuatro afios en nuestra cohorte fue del
75.1%, significativamente superior a la observada en la cohorte anti-VHC positiva de la
OCATT alos cuatro afos (75,1% frente a 43.6%. p < 0.001).

10

0’75

0’5

Tasa de supervivencia acumulada de los pacientes que
inician TRR

p<0.001
oo
0 1 2 3 4 5
Afios de seguimiento
(A) Organizacién Catalana de Trasplante (OCATT)
NUGmero en riesgo 772 656 557 459 373 309

(anti-HCV +)
Tasa de supervivencia 86.4% 73.8% 61.2% 50% 43.6% 37.2%

Figura 11a. Comparacion de la tasa de supervivencia con una cohorte historica de
pacientes con ERC. (A) Tasa de supervivencia a los cinco afios de tres cohortes de
pacientes sometidos a TRS (OCATT). La linea azul corresponde a pacientes anti-VHC
positivos que iniciaron TRS entre el afio 2000 y 2015. La linea roja corresponde a los
pacientes anti-VHC negativos que iniciaron TRS entre los afios 2000 y 2010 y la linea

verde a los pacientes anti-VHC negativos que iniciaron TRS entre los afios 2011 y 2019.
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Tasa de supervivencia acumulada de los pacientes que
inician TRR
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0 1 2 3 4 5

Afios de seguimiento

(B) Cohorte Vie-KinD

Number at risk 53 46 41 36 30 9
(anti-HCV +)

Tasa de supervivencia 100%  93.9% 83.7% 77.4% 75.1% 69.7%

Figura 11b. Tasa de supervivencia a cinco afios de los 53 pacientes que estaban bajo

TRS antes del inicio de la terapia con AAD.

5.1.5. Seguimiento prospectivo

Veinticuatro (36.4%) pacientes (14 hombres y 10 mujeres) acudieron a una nueva visita
médica en la que se realizé una evaluacion clinica y analitica. La mediana de seguimiento
de esta cohorte fue de 5.3 [4.9-5.4] afios. Durante este periodo, 14 (58.3%) habian
recibido un trasplante renal. Entre los 10 pacientes que no se trasplantaron, 8
presentaban una ERC estadio 5 al inicio del tratamiento con AAD y no se observo mejoria
de la funcion renal durante el seguimiento. En cambio, en los dos pacientes restantes,
ambos con ERC estadio 3b al inicio del tratamiento, el estadio de la ERC mejoro a estadio
1y 2 respectivamente (p = 0.2). Se realiz6 una ET hepatica en 19 (79.2%) pacientes,
mostrando una mejoria significativa de la fibrosis hepatica (seguimiento: 6.2 [5-10.1] kPa
frente a 9.7 [6.1-14.4] kPa al inicio, p = 0.027). De los 12 sujetos con ET hepatica
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indicativa de fibrosis avanzada basalmente, sélo seis (50%) presentaron valores por
encima de 12.5 kPa en la evaluacion prospectiva. No se detect6 ninguna reinfeccion por

el VHC entre estos 24 pacientes.
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5.2. SEGUNDO ESTUDIO: Validacion y estandarizacion del
diagnéstico seroldgico y molecular de Hepatitis C y B en
muestras de sangre seca mediante tarjetas de separacion de
plasma

5.2.1. Resultados serologicos de hepatitis B, Cy D

En total se incluyeron 201 muestras de pacientes con hepatitis viricas crénicas: 126
HBsAg positivos y 77 anti-VHC. Dos (1%) pacientes presentaban positividad para ambos
marcadores. De los 126 pacientes con HBsAg positivo, 16 (12.7%) eran HBeAg positivo
y 13 (10.3%) presentaban anticuerpos anti-VHD. De los 126 pacientes HBSAg positivo
en sangre venosa, 124 (98.4%) fueron detectados en sangre capilar almacenada en TSP.
Se produjeron 2 (1.6%) falsos negativos por TSP (ambos con HBsAg débilmente positivo
en sangre venosa: HBsAg cuantificado de 0.1 y 0.08 Ul/mL, respectivamente) y 3 (2.4%)
falsos positivos (anti-HBc negativos). Mediante TSP se detectaron 76 (98.7%) de los 77
pacientes anti-VHC positivos. El Unico falso negativo correspondié a un paciente anti-
VHC positivo débil (cercano al punto de corte de la técnica) no virémico en la muestra de

sangre venosa.

Por lo tanto, la sensibilidad del andlisis de sangre seca en TSP para el VHB y VHC fue
del 98.4 % y del 98.7% respectivamente, con una especificidad del 96% y 100 %. Ciento
cuarenta y cinco (72.1%) pacientes presentaron anti-HBc positivos en las muestras de
sangre venosa, todos los HBsAg positivo y 19 pacientes con anti-HCV positivo. En
comparacion, se detectaron 139 (95.9%) de los 145 anti-HBc positivos en las muestras
de sangre capilar almacenada en la TSP. Los 6 falsos negativos para anti-HBc
presentaban ADN del VHB indetectable. Once de los 13 pacientes con anti-VHD positivo
en sangre venosa fueron detectados en las muestras de sangre capilar en TSP
obteniendo una sensibilidad y especificidad del 84.6% y 100% respectivamente. La
sensibilidad, especificidad y valores predictivos positivos y negativos de sangre seca
almacenada en TSP en comparacion con las muestras de sangre venosa estan

resumidos en la tabla 5.
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Sensibilidad (1C 95%) Especificidad (IC 95%) VPP (IC 95%) VPN (IC 95%)

anti-VHC 98.7% (93.0-99.8) 100% (97.0-100.0) 100% (95.3-100.0)  99.2% (95.6-99.9)
HBsAg 98.4% (94.4-99-6) 96.2% (89.3-98.7) 97.7% (93.4-99.2)  97.5% (91.2-99.3)
anti-HBc 95.9% (91.3-98.1) 100% (93.6-100.0) 100% (97.4-100.0)  90.3% (80.5-95.5)
anti-VHD 84.6% (57.8-95.7) 100% (88.3-100.0) 100% (77.2-100.0)  93.5% (71.7-100.0)

Tabla 5. Sensibilidad, especificidad y valores predictivos de las serologias de VHB, VHC
y VHD en muestras de sangre seca en TSP comparadas con las muestras de sangre

venosa.

5.2.2. Resultados virolégicos de las hepatitis B, Cy D

De los 126 pacientes HBsAg positivos, 78 (61.9%) presentaban ADN-VHB detectable en
las muestras de sangre venosa, mientras que solo se detecto ADN-VHB en 42 (33.3%)
muestras de sangre capilar en TSP. Mediante las TSP Unicamente se detectaron un
53.8% de los pacientes virémicos. La carga viral media del VHB fue de 2.8 (£2.1) log
Ul/mL en las muestras de sangre venosa y de 1.2 (£1.8) log UI/mL en las muestras de
sangre capilar en TSP. A pesar de que la cuantificacion de ADN-VHB fue de 1.6 log
Ul/mL menor a las muestras de sangre venosa, se evidencié una alta correlacién entre
las dos muestras (R = 0.89). En contraposicion, la carga viral del VHB en muestras de
sangre capilar en TSP se detectd en 22 de los 23 pacientes con ADN-VHB > 2000 Ul/mL
(3.3 log Ul/mL) presentando ademas una mayor correlacién entre ambas muestras (R =
0.95). Las correlaciones entre la carga viral venosa y capilar en pacientes HBsAg-

positivos se muestran en la figura 12.
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HBsAg positives (N=126)

3

Muestra de sangre seca. ADN-VHB log'® (Ul/ml)

0 o] U@ O D 00 O R=0.89
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Sangre venosa. ADN-VHB log!? (Ul/ml)

Pacientes con ADN-VHB > 2000 UL/mL (3.3 log) (N=23)
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Figura 12. Correlacién de la carga viral del VHB y de aquellas muestras con ADN-VHB
> 2000 UI/mL (3.3log!?) entre las muestras en TSP y en sangre venosa.
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Se detectdé ARN del VHC en 26 (33.7%) de los 77 pacientes anti-HCV positivos en sangre
venosa incluyendo los dos pacientes con coinfeccién VHC-VHB. La mediana de la carga
viral en muestras de sangre venosa fue de 6.54 log UlI/mL [IQR 5.96-6.74]. Todos los
pacientes virémicos en sangre venosa fueron detectados también por medio de las
muestras de sangre capilar en TSP si bien la mediana de carga viral fue menor (4,8 log
Ul/mL [IQR 3,97-5,27]). La diferencia media de carga viral entre ambas muestras fue de
1.1 log Ul/mL. La correlaciéon del ARN-VHC entre las dos muestras fue muy elevada (R
=0,98). En la figura 13 se muestra la correlacion de la carga viral del VHC entre muestras
en TSP y en sangre venosa.

Anti-VHC positivos (N=77)

Muestras Sangre seca. ARN-VHC log'® (U/ml)

Sangre venosa. RNA-VHC log!'® (Ul/ml)

Figura 13. Correlacion de la carga viral del VHC entre las muestras en TSP y en sangre
venosa.

Por ultimo, 10 (77%) de las 13 muestras anti-VHD positivas en sangre venosa tenian un
ARN-VHD cuantificable. Unicamente se detecté ARN-VHD en 7 (70%) muestras de
sangre capilar en TSP. La media de ARN-VHD fue de 4.2 (£2.6) log (Ul/mL) en las
muestras de sangre venosa y de 2.8 (x1.99) log Ul/mL en las muestras de sangre capilar
en TSP. La diferencia media entre ambas muestras fue de 1.1 (+ 1.04) log Ul/mL con
una correlaciéon alta (R = 0.96). En la figura 14 se muestra la correlacién del ARN-VHD

entre ambas muestras.
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Pacientes con anti-VHD positivo

(N=13)

6,0

Muestras sangre seca ARN-VHD log!® (IU/ml)

Sangre venosa VHD-ARN log!? (IU/ml)

Figura 14. Correlacion de la carga viral del VHD entre muestras en TSP y en sangre

venosa.
Sensibilidad (IC95%)  Especificidad (IC 95%) VPP (IC 95%)
ADN-VHB 53.8% (42.3-64.5) 100% (90.4-100.0) 100% (91.6-100.0)
* >2000 Ul/ml (3.3 log) 95.7% (79.0-99.2) 100% (93.6-100.0) 100% (85.1-100.0)
ARN-VHC 100% (87.1-100.0) 100% (93.0-100.0) 100% (87.1-100.0)
ARN-VHD 70% (39.7-89.2) 100% (43.9-100.0) 100% (64.6-100.0)

VPN (IC 95%)

57.1% (46.5-67.2)
98.2% (90.7-99.7)

100% (93.0-100.0)
50% (18.7-81.2)

Tabla 6. Sensibilidad, especificidad y valores predictivos del andlisis virologico de VHB,

VHC y VHD en las muestras de sangre seca en TSP comparadas con las muestras de

sangre venosa.
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Figura 15. Media de ADN-VHB en muestras de sangre venosa y sangre seca en TSP y

mediana de ARN-VHC en muestras de sangre venosa y sangre seca en TSP.

5.2.3. Estudio prospectivo en el Hospital Nossa Senhora da Paz
(Cubal, Benguela, Angola)

Se incluyeron 93 individuos en el estudio prospectivo realizado en Cubal (Angola). La
edad media fue de 40.5 (x13.4) aflos y 57 (61.3%) eran mujeres. Quince (16.1%)
personas habian recibido al menos una transfusion de sangre, 7 (7.5%) presentaban
tatuajes en la piel, 11 (11.8%) presentaban conductas sexuales de riesgo, 16 (17.2%) se
habian sometido a intervenciones quirurgicas, 35 (97.2%) de 36 hombres habian sido

circuncidados, 43 (46.2%) refirieron la realizacion de al menos un procedimiento de
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escarificacion cutanea y 61 (65.5%) explicaban al menos un episodio de ictericia en su
vida. Ninguan participante refiri6 usar drogas por via intravenosa. Ningun participante
resultd positivo para anti-VHC o anti-VHD en las muestras de sangre seca en TSP
analizadas en el laboratorio del Hospital Vall Hebron. Por el contrario, 10 (10.8%)
participantes resultaron positivos para HBsAg. Cuatro de ellos eran hombres con una
mediana de edad de 32.5 [25-54] afios. Se detecté ADN-VHB en 6 de los 10 casos
positivos para el HBsAg (60%).
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5.3. TERCER ESTUDIO: Analisis de coste-efectividad de la
estrategia ReLink-C para recuperar pacientes con infeccién por
VHC perdidos en el seguimiento e impacto de la pandemia por
COVID-19 en la pérdida de seguimiento y recuperacion de
pacientes

5.3.1. Estrategia ReLink-C

Se identificaron 1591 pacientes con ARN del VHC positivo en el laboratorio del Hospital
Vall Hebron. De ellos, 599 (37.6%) ya habian sido tratados o vinculados al sistema
sanitario, 78 (5%) habian fallecido y 914 (57.4%) habian sido perdidos 0 no se disponia
de informacion respecto al tratamiento de la infeccién y fueron seleccionados para ser
recuperados. Entre estos 914 pacientes, 166 (18.1%) fueron candidatos a ser
contactados. Entre los que no cumplian los criterios para ser contactados se encontraban
379 (41.5%) que presentaban una esperanza de vida limitada o comorbilidades o
contraindicaciones para el tratamiento del VHC y en 369 (40.4%) no existian datos de
contacto en la historia clinica o los datos eran erréneos. Tras un maximo de 5 llamadas
telefénicas, se localizé a 104 (62.6%) de los 166 candidatos y 51 (49.1%) aceptaron
acudir a una visita. De los que no accedieron a la visita médica, 29 la rechazaron por
motivos personales, 23 ya estaban bajo tratamiento con AAD y 1 habia fallecido.
Finalmente, 43 (84.3%) pacientes acudieron a la visita médica y 41 (95.4%) fueron
tratados con AAD, representando un 2.5% de los 1591 individuos ARN-VHC positivos
identificados a partir de los registros del laboratorio y un 4.5% de aquellos 914
seleccionados para recuperar. En la figura 16 se puede ver el diagrama de flujo de la
estrategia ReLink-C y la comparacion de las pérdidas de pacientes y recuperacion en los
periodos pre-COVID-19 y COVID-19 en los que se realizo el estudio.

5.3.2. Impacto de la pandemia por COVID-19

Durante el periodo de la pandemia por COVID-19 se detectaron menos de la mitad de
casos de ARN-VHC positivos en el laboratorio del Hospital Vall Hebron y la vinculacion
al sistema sanitario fue menor que en el periodo anterior a la pandemia (14 meses antes
del estado de alarma) (27% vs 43%; p < 0.0001) por lo que un mayor porcentaje de casos
fue seleccionado para ser recuperado (69.9% vs 51.6%; p < 0.0001). El nimero de

candidatos a contactar y los candidatos localizados fue menor durante el periodo de
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pandemia por COVID-19 (p < 0.0001 y p < 0.005 respectivamente). Al final del analisis,
sin embargo, un porcentaje similar de casos iniciaron tratamiento en los dos grupos
(2.7% vs 2.4%; p = 0.7).

ReLinK-C Pre-COVID-19 CovVID-19
01/2019 - 05/2021 01/2019 - 02/2020 03/2020 - 05/2021
8
VHC-RNA + VHC-RNA + VHC-RNA +
1591 ) 1085 506
] ] i
' ™) ' ™ g A
Seleccionados para recuperar Seleccionados para recuperar Seleccionados para recuperar
914 (57.5%) 560 (51.6%) 354 (69.9%)
L v L. S L. J
) ) )
' ™\ g ~\ s ~
Candidatos a contactar Candidatos a contactar Candidatos a contactar
166 (10.5%) 140 (12.9%) 26 (5.1%)
L v L. S L. S
] ] ]
' ™) ' ™ ' ™
Localizados Localizados Localizados
104(6.5%) 87 (8.1%) 17 (3.4%)
\ S \ S \ S
____________________ | —— I R
‘ Rechazan visita: 27 (2.5%) ; ! Rechazan visita: 2 (0.3%)
Tratados: 23 (2.1%) ‘ Tratados: 0 :
! Fallecidos: 1 (0.1%) : ‘ Fallecidos: 0 :
Visitados Visitados Visitados
51(3.2%) 36 (3.4%) 15 (2.9%)
VTt l”””"”""”"’w T J """""""""" i
i Pérdida de seguimiento: 5 (0.4%) ! ! Pérdida de seguimiento: 2 (0.3%) :
i Rechazan tratamiento: 1 (0.1%) ! ! Rechazan tratamiento: 1 (0.2%)
i Curacion espontdnea: 1 (0.1%) | ' Curacién espontdnea: 0 !
Tratados y curados Tratados y curados Tratados y curados
41 (2.5%) 29 (2.7%) 12 (2.4%)

Figura 16. Diagrama de flujo de la estrategia ReLink-C y comparacion de las pérdidas
de pacientes y recuperacion en los periodos pre-COVID-19 y COVID-19 en los que se

realiz6 el estudio.

5.3.3. Analisis de coste-efectividad

La edad media de los pacientes que entraron en el modelo fue de 57 afios segun los
datos de nuestro estudio y la distribucion entre los distintos estados de salud y la
respuesta virolégica sostenida (92-97%) se obtuvo a partir de datos oficiales. El coste
del diagnostico de todos los pacientes que acudieron a la visita médica fue de 19.924
euros. El coste del personal sanitario que intervino en la estrategia ReLinK-C fue de 6151
euros por lo que la inversion total de la estrategia fue de 26075 euros. Para el analisis

de Markov se incluyeron 141 pacientes con ARN-VHC positivo. Se excluyeron los 23
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pacientes ya tratados, el Unico paciente fallecido y la Unica curacion espontanea

detectada. Segun nuestro andlisis, el tratamiento de 41 pacientes con AAD frente a no

tratar a ninguno de estos pacientes (no intervencion) redujo los casos de cirrosis

descompensada y CHC en un 30% y 27% respectivamente y la necesidad de trasplante

hepatico en un 20%. Ademas, la reduccion de las complicaciones hepéaticas generd unos

ahorros estimados de 456,796 euros. En la figura 17 se muestran el nUumero de casos

de complicaciones hepaticos, mortalidad y costes proyectados en la vida de los

pacientes.

36

25

Cirrosis

descompensada
No intervencién 287,879 €
ReLinK-C 212,437 €

Figura 17. Analisis econdémico

intervencion.
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6. Discusion

Los retos que plantean la eliminacion de las hepatitis virales cronicas a nivel mundial y
el impacto derivado de alcanzar este objetivo son el hilo conductor y la unién de los tres

estudios presentados en esta tesis doctoral.

El primero de ellos se ha centrado en analizar el impacto a largo plazo del tratamiento
de la infeccién cronica por VHC en un subgrupo de pacientes con mayor riesgo de
infeccién y en los que suele existir una gran comorbilidad y mortalidad. Por ello, estimar
el impacto de la eliminacion del VHC en este escenario es una tarea dificil, especialmente
cuando el dafio organico ya est4d ampliamente establecido, es decir, en estadios
avanzados de la enfermedad. Hasta la fecha los resultados presentados en esta tesis
doctoral representan uno de los seguimientos mas largos descritos en la literatura sobre

la evolucion de pacientes con ERC terminal y VHC tratados con AAD.

Los resultados de nuestro estudio 1% han mostrado una tendencia a la mejoria de la
TFGe en aquellos pocos pacientes que presentaban un estadio de ERC 3b-4 antes del
tratamiento con AAD, pero no en aquellos con ERC terminal, la amplia mayoria de los
pacientes de nuestra cohorte. Los resultados globales han mostrado una mejoria de la
funcion renal (creatinina y TFGe) en el Ultimo seguimiento, pero esto es debido a la
mejoria de la funcion renal en aquellos pacientes en los que se les habia realizado un
trasplante renal. Una evaluacion mas realista de nuestros resultados es que la funcién
renal no mejor6é en los 41 pacientes que no recibieron un trasplante renal durante el
seguimiento. Sin embargo, 3 (9.1%) pacientes pudieron interrumpir la TRS y 6 (14.6%)

mostraron una mejoria del estadio de ERC.

Multiples estudios han evaluado la evolucién de la funcion renal o la enfermedad renal
cronica durante y tras el tratamiento con AAD. Si bien parece innegable el hecho de que
tratar y curar la infeccion por VHC disminuye el riesgo de desarrollar insuficiencia renal
a largo plazo 16, 121 |a mejoria de la funcién renal durante y tras el tratamiento en
pacientes con ERC no esta clara. Datos recientes de una cohorte de 606 pacientes
tratados con AAD ha mostrado un descenso significativo de la funcién renal tras dos afios
de seguimiento. En este estudio la hipertension y una mayor TFGe basal se relacionaron

con un mayor descenso de la TFGe al final del seguimiento %2, De forma similar, el
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seguimiento de 1536 pacientes con VHC, 225 (14.6%) de los cuales presentaban
insuficiencia renal, mostré una disminucién significativa de la TFGe tras un afio de
seguimiento. En este caso el mayor riesgo de deterioro de la funcion renal se vio en
aquellos pacientes hipertensos, aquellos con una TFGe < 60ml/min/m?y en aquellos con
un trasplante hepatico 3. En contraposicion, datos de seguimiento a dos afios de una
cohorte de 425 pacientes tratados con AAD ha descrito un efecto neutro tras alcanzar la
RVS. Si bien hay que destacar que la edad media de esta cohorte era 10 afios menor
que la edad media en las cohortes previamente descritas 164, Estos datos contrastan con
el estudio de Coppola et al. en el que si se describié una mejoria de la funcién renal en
los 68 pacientes con ERC (< 60ml/min/1.73m?) a la semana 12 después del tratamiento
con AAD. En esta cohorte, la edad media fue de 69 afios y solo un 9.6% de los pacientes
presentaba diabetes. La escasa inclusién de pacientes con ERC terminal, el menor
tiempo de seguimiento de la mayoria de estudios y la heterogeneidad en la definicion de

mejoria de la funcion renal.

La edad avanzada y el sexo masculino se han relacionado con la progresion de la
enfermedad renal. La mediana de edad al inicio del tratamiento con AAD en nuestra
cohorte era de aproximadamente 60 afios y casi dos tercios eran hombres. Ademas, no
encontramos ninguna mejora significativa en las comorbilidades cardiovasculares tras la
eliminacion del VHC. Asimismo, no pudimos evaluar la presencia de crioglobulinemia ni
al inicio ni durante el seguimiento y tampoco la presencia o cambios en la albuminuria o
proteinuria como marcadores de progresion de la ERC por la falta de datos consistentes
en la revision retrospectiva. Por lo tanto, en base a la literatura presentada y basandonos
en nuestros resultados, creemos que el aclaramiento del VHC tiene un probable impacto
positivo en la funcion renal, aunque este efecto es complicado de evaluar dada la gran
comorbilidad asociada, la edad avanzada de los pacientes incluidos en la mayoria de las
cohortes. En conclusion, nuestros datos sugieren que no existe mejoria de la funcion

renal tras el tratamiento con AAD en pacientes con ERC avanzada.

A pesar de que aproximadamente el 60% de nuestros pacientes presentaban fibrosis
avanzada o cirrosis antes del tratamiento con AAD, la incidencia de descompensacion
hepética o de desarrollo de CHC fue baja y ningun paciente requirié un trasplante
hepatico. Hoy en dia existe una amplia evidencia de que la curacion de la infeccion por

VHC disminuye el riesgo de progresion de la fibrosis y la mortalidad hepatica. Un estudio
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reciente en el que se incluyeron 869 pacientes con VHC curados describio una
disminucién del riesgo de progresion de la enfermedad hepatica en los pacientes Child-
Pugh A, pero no en los Child-Pugh B ni C 1%, De forma similar, los resultados del
seguimiento a largo plazo de 1.760 pacientes con VHC mostraron una disminucién
significativa de la mortalidad por todas las causas y de las complicaciones hepaticas tras
el tratamiento de la infeccibn. Aunque algunos pacientes presentaron dichas
complicaciones, la tasa de incidencia anual (4,1%) fue inferior a la tasa esperada durante

la historia natural del VHC 119,

En nuestra cohorte la incidencia de descompensacion hepatica fue del 5.3% y la de CHC
de aproximadamente un 3%. Los pacientes que presentaron estos eventos tenian grados
avanzados de fibrosis hepética antes del tratamiento del VHC y uno de ellos ya habia
presentado un episodio previo de descompensacion. En relacion al caso incidente de
CHC, es importante sefialar que se diagnosticO durante el primer afio de seguimiento
tras el tratamiento con AAD (10 meses después). Datos de seguimiento de una gran
cohorte de pacientes con VHC tratados con AAD o IFN mostraron una incidencia bruta
de CHC a los 3 afios de tratamiento del 5.9%, alcanzando su maximo y estabilizandose
al afio de finalizar el tratamiento %°. Aunque la curacién del VHC detiene la progresién
de la enfermedad hepética, la regresion de la fibrosis puede tardar afios %, Por lo tanto,
el riesgo de descompensacion hepatica o desarrollo de CHC, aunque disminuye, sigue
siendo alto en estadios avanzados de fibrosis lo que podria explicar los eventos
hepaticos observados en el seguimiento de nuestra cohorte. Por ello se recomienda el

seguimiento clinico y ecogréafico de estos pacientes.

En relacion con la regresion de la fibrosis hepatica, detectamos una mejoria significativa
de los valores de ET hepatica en los pacientes que fueron evaluados de forma
prospectiva. Si bien una gran parte de la evidencia actual sustenta una falta de
correlacion entre los valores de la ET hepéatica posteriores a la curacion del VHC y el
estadio de fibrosis, un estudio reciente ha observado una reduccion de las
complicaciones hepaticas y de la mortalidad en aquellos pacientes con VHC en los que
la ET hepatica tras la curacion de la infeccion disminuyé mas de un 20% respecto al valor
pre-tratamiento %7, Asimismo, nuestra cohorte incluyé un alto porcentaje de pacientes
con diabetes mellitus, hipertension o dislipemia lo que dificulta descartar la enfermedad

hepatica esteatdsica asociada a disfuncion metabdlica como una posible etiologia de la
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progresion de la enfermedad hepatica. En relacion a ello, resultados de un estudio
retrospectivo que incluyé mas de 33000 pacientes con VHC tratados con AAD describid
un riesgo aumentado de mortalidad y descompensacién hepatica entre los pacientes con
diabetes mellitus 8. En nuestra cohorte no observamos ninguna asociaciéon entre
diabetes mellitus y descompensacion hepatica. Por ultimo, no se detect6 ningun caso de
reinfeccién por VHC entre los 51 pacientes que disponian de una determinacion de ARN
del VHC durante el seguimiento, lo que refleja la mejora en la prevencion de la
transmision en pacientes expuestos a procedimientos invasivos como la hemodidlisis o

las transfusiones de hemoderivados.

La mortalidad en nuestra cohorte fue elevada (27.3%), especialmente entre aquellos
pacientes bajo TRS. Esta ampliamente demostrado que los pacientes bajo TRS, y
especialmente aquellos en hemodialisis, presentan una mayor mortalidad comparado
con la poblacién general 199, Si bien los eventos cardiovasculares son la principal causa
de muerte en esta poblacion, los pacientes con ERC terminal también parecen presentar
una mayor incidencia de neoplasias '’°. A pesar de ello, existen alun algunas
controversias. Resultados de un estudio retrospectivo que incluyé a mas de un millon de
adultos observé que el descenso de la TFGe se asociaba de forma independiente con la
incidencia de cancer renal y urotelial pero no con otros tipos de neoplasias 1. En
nuestra cohorte los eventos cardiovasculares y el cancer (2 de pulmoén, 1 colorrectal y 1
de mama) fueron responsables de mas del 50% de las muertes. Ademas, la mortalidad
fue significativamente mayor en los pacientes cirréticos. Por ultimo, la tasa de
supervivencia de los pacientes que estaban bajo TRS fue significativamente superior a
la observada en la cohorte de la OCATT a pesar de que los tamafios muestrales diferian
mucho y no disponiamos del niumero de pacientes virémicos de la cohorte de la OCATT.
Sin embargo, en Espafia, el tratamiento con AAD no estuvo ampliamente disponible
hasta 2015. Muchos pacientes, incluyendo aquellos con ERC terminal, no recibieron
tratamiento hasta esa fecha por lo que asumimos que un gran nimero de pacientes anti-
VHC positivos de la cohorte de la OCATT serian virémicos en ese momento, lo que
podria explicar de manera razonable las diferencias observadas en las tasas de

supervivencia.

Las principales limitaciones de este estudio son la naturaleza predominantemente

retrospectiva de los datos y la proporcion relativamente pequefia de pacientes de la
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cohorte inicial del estudio VieKinD que pudieron ser incluidos. La pandemia por COVID-
19 impidi6é la recuperacion de datos por parte de algunas unidades sanitarias. En
resumen, no observamos una mejoria de la funcion renal tras el tratamiento con AAD en
nuestra cohorte si bien describimos una mejoria no significativa del TFGe en aquellos
pacientes con estadio 3b-4 al inicio del tratamiento. Creemos que el elevado porcentaje
de pacientes con ERC terminal o bajo TRS puede haber impedido observar una mejoria
significativa de la funcion renal en este largo seguimiento. Nuestros datos sugieren una
baja incidencia de descompensacion hepatica y desarrollo de CHC a pesar del gran
porcentaje de pacientes con fibrosis avanzada de forma basal. Por dltimo, la mortalidad
a largo plazo de los pacientes con ERC terminal es elevada y relacionada principalmente
con eventos cardiovasculares y cancer. La gran comorbilidad asociada de este grupo de

pacientes apoya la necesidad de realizar un seguimiento clinico estrecho.

A pesar de la alta efectividad de los antivirales de accion directa para el tratamiento del
VHC, la disponibilidad de estrategias de control de la infeccion nosocomial y la mejora
de los métodos diagndsticos, existe aun una gran desigualdad en la disponibilidad y el

acceso al tratamiento, prevencion y diagndstico de estas infecciones 172173 174 175,

Por ello, nuestro segundo estudio 1’® se enfoc6 en la validacion de las muestras de
sangre seca recogidas en TSP para el diagnéstico de las hepatitis virales crénicas.
Globalmente, los resultados del estudio muestran una alta fiabilidad de las muestras de
sangre seca en TSP para el diagndéstico serolégico del VHB, VHC y VHD. En general,
obtuvimos unas altas correlaciones de los analisis moleculares entre este tipo de
muestras (TSP) y las convencionales de puncién venosa. Sin embargo, hubo una
diferencia media de 1 logaritmo entre las dos técnicas, siendo inferior en las muestras
de sangre seca en TSP. Este hecho es consecuencia del volumen final obtenido en las
dos muestras, existiendo un efecto de dilucion en las muestras de sangre seca tras su
recuperacion de las TSP. Como resultado, la sensibilidad de las muestras de sangre
seca en TSP con muestras con cargas virales inferiores a 1000 Ul/mL (103log) puede

verse disminuida 177,

La sensibilidad y especificidad para los marcadores serologicos del VHB evaluados fue
del 98.4% y 96% para el HBsAg y del 95.9% y 100% para los anticuerpos anti-HBc. Los

dos resultados falsos negativos del HBsAg correspondieron a muestras con un HBsAg
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cuantificado en sangre venosa inferior a 1 Ul/mL y carga viral indetectable. Los tres falsos
positivos de HBsAg podrian atribuirse a una contaminacion de las muestras durante el
procesamiento manual de las TSP, durante el almacenamiento, el proceso de secado o

el envio al laboratorio de las muestras.

La sensibilidad de la TSP para detectar el ADN-VHB fue baja (53,8 %). Estos resultados
contrastan con lo observado en otros estudios como el de Mohamed et al. en el que la
sensibilidad para la deteccion del ADN-VHB fue del 100%. Estas diferencias pueden ser
explicadas porque en nuestro estudio se incluyeron pacientes con cargas virales mas
bajas 178. Por otro lado, no podemos descartar que, dadas las condiciones programaticas
de la recogida de las TSP, alguna de nuestras muestras tuviera un volumen insuficiente.
Esto explicaria las diferencias de sensibilidad obtenidas en nuestro estudio comparado
con los resultados de un estudio realizado en condiciones ideales de laboratorio en el
que se describié una sensibilidad de la TSP del 100% en muestras con niveles de ADN-
VHB > 1000 Ul/ml (Velasquez, F; Rando-Segura, A; Salmeron, P; 2020).

A pesar de que estos resultados pueden ser desalentadores, la baja sensibilidad
detectada en nuestro estudio no tendria un impacto en el manejo clinico de los pacientes
ya que la deteccién de pacientes con niveles de ADN-VHB > 2000 o 3.3 log Ul/mL (criterio
de inicio de tratamiento) fue del 96% con una alta correlacion con las muestras de sangre
venosa (R = 0.95). La alta fiabilidad para el diagnéstico seroldgico y la gran capacidad
para detectar aquellos pacientes tributarios de tratamiento mostrados en este estudio
hacen de las TSP una herramienta util para llevar el diagnéstico de la hepatitis B fuera
del ambito hospitalario, acercarlo a aquellos grupos de riesgo de exclusién y a zonas

remotas 0 con escasos recursos 189,

Por otro lado, el muestreo de sangre capilar para las TSP tiene una muy buena
aceptacion en ciertas culturas que desconfian de los procedimientos de extraccién de
sangre habituales, especialmente cuando se trata del cribado de personas asintomaticas
como en el caso de la infeccién crénica por VHB 181, Por otra parte, nuestro estudio piloto
en Angola ha demostrado la viabilidad de usar las TSP para el diagnéstico en zonas
remotas donde los diagndsticos moleculares son inexistentes. A pesar del pequefio
tamafo de la muestra y el posible sesgo de inclusion, la prevalencia estimada de HBsAg

en Cubal coincide con los datos que sugieren que Angola es un pais endémico para la
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Hepatitis B. Como era esperable la positividad para el HBsAg fue mayor en jovenes y la
positividad para anti-HBc fue muy elevada (65.5%). Un 60% de los pacientes presento
viremia detectable por TSP, resultado similar a la sensibilidad global obtenida en el
estudio de validacion realizado en Vall Hebron (53.8%). A pesar de que los factores de
riesgo para la transmision de hepatitis virales fueron frecuentes no se detectaron
infecciones por VHC ni tampoco anti-VHD en los pacientes HBsAg positivos. Este hecho
puede ser debido a que el numero de individuos estudiados (N=93) fue bajo. Por ultimo,
las muestras de sangre seca ya han sido ampliamente utilizadas en muchas areas del
continente africano para el diagndstico y monitorizacion del VIH, por lo que su uso para

el diagndstico y monitorizacion de las hepatitis virales es facilmente reproducible 2,

La fiabilidad de las TSP para el diagnostico del VHC fue elevada obteniendo una
sensibilidad y especificidad para la deteccion de anti-VHC del 98.7% y 100%
respectivamente. Sélo obtuvimos un resultado falso negativo que resultoé ser una muestra
de un paciente no virémico que presentaba unos titulos bajos de anticuerpos frente al
VHC, hecho comun en los pacientes con una infeccion resuelta. Al contrario que con el
VHB, la sensibilidad de las muestras de sangre seca en TSP para el diagnostico del
ARN-VHC fue del 100% con una alta correlacion (R=0.98) con las muestras de sangre
venosa. Estos resultados concuerdan completamente con los primeros datos obtenidos
del diagnéstico del VHC con TSP 77, A diferencia de los pacientes VHB con HBeAg
negativo, las cargas virales de los pacientes con infeccion cronica por VHC suelen ser
estables entorno a 4-8 logioUl/mL en pacientes no tratados estimandose que unicamente
un 1% de los pacientes VHC virémicos presentan niveles de ARN-VHC menores a 3 logio
Ul/mL %83, A pesar de que no incluimos ninglin paciente con carga viral menor a 3 log1o
Ul/mL, podemos asumir que en general, la TSP es una buena herramienta para el
diagnéstico virolégico del VHC. Por ultimo, las muestras de sangre seca también han
demostrado ser Utiles para el seguimiento de los pacientes tratados con AAD. En este
sentido, resultados de seguimiento de una cohorte de pacientes UDVP con VHC ha
observado una buena correlacion de las muestras de sangre seca con las muestras de
sangre capilar procesadas en Xpert HCV VL-FS. Ademas, mediante el genotipado de las
distintas muestras de sangre seca se ha podido diferenciar las reinfecciones de los

fracasos terapéuticos o recaidas 184,
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La sensibilidad para el diagndstico serologico de la hepatitis D (anti-VHD) fue del 84.6%,
ligeramente inferior a otro estudios con muestras de sangre seca 8. Los dos falsos
negativos eran pacientes no virémicos. EI ARN-VHD mediante TSP fue detectado en un
70% de los pacientes con viremia detectable en sangre venosa, pero con una alta
correlacion entre las dos muestras (R=0.96). Esta baja sensibilidad puede ser
parcialmente debida al uso de una técnica PCR propia del laboratorio con limite inferior
de deteccién de 5.75x102 Ul/mL, asi como al efecto de diluciéon de la muestra debido a
su procesado previo como se ha indicado en el apartado correspondiente. No podemos
olvidar que en esta técnica el volumen efectivo puede ser de casi 1/5 parte del volumen

gue se procesa en las muestras venosas.

Nuestro estudio presenta algunas limitaciones como son la falta de determinacién del
HBeAg en TSP, la baja representatividad de pacientes HBeAg y anti-HDV positivos y la
ausencia de pacientes con infeccion por VHC con baja viremia. La principal limitacion de
las muestras de sangre en TSP es su baja sensibilidad para detectar cargas virales
menores de 1000 UI/mL por los motivos previamente aludidos: menor volumen de sangre
utilizado y el efecto dilutorio de su procesado, a pesar de utilizarse un método analitico
de la maxima sensibilidad (del orden de 10 Ul/mL). Hasta la fecha, se recomienda
procesar las muestras de sangre en TSP como maximo a las tres semanas desde su
recogida ’’. La estabilidad del material genético dentro de este tiempo parece ser casi
completa si bien no se han realizado estudios para evaluar su estabilidad a mas largo
plazo. Por ultimo, el mayor coste de las TSP frente a otros papeles secantes puede limitar
Su uso a corto plazo tal y como demuestra una evaluacion de la TSP frente a otros
dispositivos de papel secante para almacenar sangre seca '*°. No obstante, se debe
tener en cuenta que las TSP permiten procesar plasma que es el espécimen para el cual
las técnicas analiticas estan estandarizadas mientras que los demas dispositivos fijan
toda la sangre, incluyendo la fraccion celular con presencia alta de hemoglobina por la
lisis de los hematies fijados lo que puede producir artefactos y no permite la garantia de

los resultados.

El tercer estudio 186 tuvo como objetivo implementar y evaluar la coste-efectividad de un
proyecto de recuperaciéon de pacientes con VHC perdidos en el seguimiento. La
estrategia ReLink-C permitio identificar a un porcentaje considerable de pacientes no

tratados ni vinculados al sistema sanitario, facilitdndoles el acceso a la atencién sanitaria.
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Con este tipo de proyectos podemos prevenir complicaciones derivadas de la historia
natural de la infeccion por VHC, la mortalidad y reducir la transmision contribuyendo asi
a la eliminacion del VHC. En total se detectaron 1591 pruebas positivas de ARN-VHC en
el laboratorio del Hospital Universitario Vall Hebron desde la implementacion de la carga

viral refleja.

Ciento sesenta y seis pacientes fueron candidatos a ser recuperados, 51 acudieron a la
primera visita de evaluacion y finalmente 41, un 2.5% de los pacientes iniciales fueron
tratados y curados. El porcentaje de pacientes tratados con esta estrategia fue
ligeramente superior al encontrado en el estudio de Utrecht (2.2%) donde Unicamente
contactaron con los pacientes por medio de correo ordinario. Esta estrategia de
recuperacion de pacientes se ha replicado en varios paises del mundo. Un proyecto
realizado en Toulouse y Bordeaux, en el que se realiz6 la misma estrategia, pero
contactando también con los responsables de los pacientes a nivel de la atencién
primaria, describié unas tasas de tratamiento superiores (7—8%) si bien, la recuperacién
de pacientes se basé en datos del 2013 al 2017, una época en la que el tratamiento del
VHC aun no estaba ampliamente disponible. A pesar de ello, la colaboracion de la
atencion primaria puede tener un papel fundamental en la recuperacion de estos
pacientes, especialmente en poblacion inmigrante 7. Uno de los mayores estudios de
recuperacion se ha realizado en Taiwan. Este proyecto consiguié realizar tratamiento a
323 (2.7%) pacientes con VHC a partir de datos de pacientes anti-VHC positivos. En
Holanda, se realizé un proyecto de recuperacion de pacientes VHB y VHC con resultados
interesantes. Si bien la tasa de tratamiento del VHC fue baja (0.6%), un 9.6% de los
pacientes con VHB se evaluaron requiriendo cambios en el tratamiento en un 44% de

los pacientes evaluados 8.

La estrategia utilizada en nuestro estudio tiene varios puntos fuertes. En primer lugar, el
uso de la carga refleja en el laboratorio ha facilitado realizar un primer cribado y facilitar
la seleccion de pacientes virémicos. El laboratorio del hospital Vall d’Hebron atiende a la
totalidad de la poblacion de la ciudad de Barcelona bajo cobertura sanitaria publica, lo
gue representa 1.5 millones de personas y tiene implementada esta estrategia de carga
refleja desde 2019 %7, La realizacion de la carga refleja en los laboratorios se ha visto
Gtil para no perder pacientes y evitar tener que solicitar nuevas muestras de sangre. Su

implementacion en los principales centros hospitalarios de Espafia ha pasado de un 31%

85



en 2017 a un 89% en 2019 *° por lo que replicar la estrategia ReLink-C en Espaia es
factible. En segundo lugar, el modelo asistencial simplificado para evaluar el grado de
enfermedad hepatica utilizado. En una Unica visita presencial se realiz6 la evaluaciéon
clinica, se realiz6 la extraccion sanguinea para la determinacién del VHC y se evaluo el
estadio de fibrosis mediante ET hepatica. Permitiendo contactar con el paciente para
iniciar tratamiento con AAD habitualmente en menos de 72h, disminuyendo asi el riesgo
de pérdidas. De este modo, 41 de los 43 pacientes que acudieron a la visita iniciaron

tratamiento (>95%).

Un hallazgo particular de este estudio es que durante el periodo de la pandemia por
COVID-19, se vinculé a un menor porcentaje de pacientes y, en consecuencia, se
seleccionaron mas pacientes para la recuperacién. No obstante, el porcentaje de
candidatos a contactar fue inferior en el periodo del COVID-19 debido a un mayor
porcentaje de pacientes con comorbilidades o esperanza de vida limitada que
contraindicaban o limitaban el inicio de tratamiento con AAD (33% vs 54%). Durante la
pandemia un ligero porcentaje mayor de pacientes fue localizado (65% vs 62%) y un
mayor numero de pacientes localizados acudié a la cita médica (88% vs 41%)
probablemente en relacion a las restricciones de movilidad derivadas de las medidas de

emergencia implementadas por el gobierno.

Otra de los puntos fuertes del estudio fue la realizacion del analisis de coste-efectividad.
La estrategia ReLink-C mostré un ahorro global de 456.796 € para el sistema publico de
salud debido a las reducciones estimadas en la incidencia de complicaciones derivadas

de la enfermedad hepatica y trasplantes hepaticos.

Una de las limitaciones de nuestro estudio fue la dificultad en contactar con un gran
porcentaje de pacientes de los que no se disponia de una informacion de contacto
certera. Ademas, la amplia zona geografica cubierta por el laboratorio y la falta de un
sistema informatico unificado en la regién (centros de atencion primaria, hospitales,
centros de drogodependencia) dificultaron o imposibilitaron el acceso a los datos de
contacto en muchos casos. Asimismo, y a pesar de que no se midié el impacto, la barrera
idiomatica encontrada en muchos casos de pacientes inmigrantes, principalmente de

Pakistan y Europa del este, representoé una barrera importante. Una buena opcién para
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mejorar esta estrategia seria la incorporacion al equipo de traductores o agentes

comunitarios naturales de estas regiones.

Desde el punto de vista individual, la vinculacion a la atencion sanitaria con esta
estrategia permitié facilitar el acceso al tratamiento con AAD. Desde el punto de vista de
salud publica, la estrategia contribuy6 a la eliminacion del VHC y su transmision. Aunque
la pandemia de COVID-19 tuvo un impacto relevante en la vinculacién a la atencién y el
tratamiento, mediante la estrategia ReLink-C se recuperé y trat6 a un numero
considerable de pacientes que antes estaban perdidos y demostré ser una estrategia

rentable en un sistema sanitario universal y publico.
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7. Conclusiones

e La curacién de la infeccion crénica por el virus de la hepatitis C con antivirales de
accion directa en pacientes con insuficiencia renal avanzada no se asocia con una
mejoria de la funcion renal a largo plazo, si bien podria tener un impacto en

pacientes con menor grado de disfuncion renal.

e Las complicaciones hepéticas tras el tratamiento o eliminacion del virus de la
hepatitis C con antivirales de accion directa son infrecuentes en los pacientes que
ademas presentan enfermedad renal cronica, a pesar de ello, la mortalidad sigue

siendo elevada, especialmente por eventos cardiovasculares y neoplasias.

e Latarjeta de separacidon de plasma es una herramienta diagndstica fiable para el
diagndstico seroldgico y virologico de las hepatitis virales. Su uso es factible para
realizar el diagndstico en zonas con bajos recursos, asi como en individuos de

riesgo y aquellos sin vinculacién con el sistema sanitario.

e La fiabilidad de la tarjeta de separacion de plasma para el diagndéstico virolégico
en pacientes con bajas cargas virales es menor. A pesar de ello, no influye
significativamente en la indicacion de tratamiento para los pacientes con infeccién

crénica por VHB.

e La estrategia ReLink-C permitié recuperar y tratar un buen nimero de pacientes

con hepatitis C virémicos perdidos en el seguimiento.

e La estrategia ReLink-C demostré ser coste-efectiva. Reproducir o escalar esta
estrategia a nivel nacional podria contribuir a la eliminacion de la hepatitis C.
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8. Lineas de futuro: Hacia la eliminacion de las hepatitis
virales crénicas

Las necesidades y estrategias para alcanzar la eliminacion de las hepatitis virales difieren
sustancialmente segun las regiones o paises. Ademas, existen considerables diferencias
en las intervenciones necesarias para la eliminacién de ambas infecciones puesto que
existe vacuna para prevenir la hepatitis B, pero no la C y una cura para la hepatitis C,
pero no para la B. Por ello es fundamental adaptar las estrategias a los diferentes

contextos y necesidades 1%,

Datos recientes apuntan a una disminucion mundial de la prevalencia de la infeccion
cronica por VHC desde 2015 hasta 2020. Esto es debido en gran medida al tratamiento
en masa realizado en algunos paises con alta prevalencia. A pesar de este dato
esperanzador, existe un incremento de la incidencia de la infeccion en paises como EE.
UU y se ha estimado que solo 12.9 de los 56.8 millones de pacientes virémicos han sido
diagnosticados a nivel mundial. Ademas, se espera una reduccion en el numero de
tratamientos iniciados en los proximos afos, estimandose que si el inicio de tratamiento
se mantiene inferior al millén de casos anuales, las muertes y complicaciones derivadas
del VHC aumentaran para 2030 . En el caso de la hepatitis B, los esfuerzos para
alcanzar la eliminacion pasan principalmente por mejorar el acceso a la vacunacion y la
prevencion de la transmision vertical. De hecho, la combinacion de la vacunacion
neonatal y la prevencion de la transmisién materno-infantil es la estrategia con mayor
probabilidad de alcanzar los objetivos para 2030. A pesar de ello, el aumento del
diagnostico y la vinculacion para recibir tratamiento parecen clave en el control de la

infeccion dado el gran nimero de pacientes portadores del HBsAg 9.
En resumen, la eliminacion de las hepatitis virales crénicas con mayor morbimortalidad

(VHC y VHB) parece factible sobre el papel a pesar de que es probable que los objetivos

marcados a nivel mundial no se cumplan en 2030.
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Abstract

Background and aim: Patients with chronic kidney disease (CKD) and hepatitis C infection can
be safely and effectively treated with direct-acting antivirals (DAAs). However, there is scarce
data on the long-term impact of hepatitis C cure on CKD. The aim of this study was to assess the
long-term mortality, morbidity and hepatic/renal function outcomes in a cohort of HCV-infected
individuals with CKD treated with DAAs.

Methods: 135 HCV patients with CKD stage 3b-5 who received ombitasvir/
paritaprevir/ritonavir +dasabuvir in a multicenter study were evaluated for long-term
hepatic and renal outcomes and their associated mortality.

Results: 125 patients achieved SVR and 66 were included. Prior to SVR, 53 were under renal
replacement therapy (RRT) and 25 (37.8%) had liver cirrhosis. After a follow-up of 4.5 years,
25 (38%) required kidney transplantation but none combined liver-kidney. No changes in renal
function were observed among the 51 patients who did not receive renal transplant although
eGFRvalues improved in those with baseline CKD stage 3b-4. Three (5.6%) subjects were weaned
from RRT. Eighteen (27.3%) patients died, mostly from cardiovascular events; 2 developed liver
decompensation and 1 hepatocellular carcinoma. No HCV reinfection was observed.
Conclusions: Long-term mortality remained high among end-stage CKD patients despite HCV
cure. Overall, no improvement in renal function was observed and a high proportion of patients
required kidney transplantation. However, in CKD stage 3b-4 HCV cure may play a positive role
in renal function.

© 2022 Elsevier Espana, S.L.U. All rights reserved.

Seguimiento a largo plazo de pacientes infectados por el virus de la hepatitis C con
insuficiencia renal cronica terminal tras una respuesta virologica sostenida con
tratamiento antiviral de accion directa

Resumen

Introduccién y objetivo: Los pacientes con insuficiencia renal cronica (IRC) e infeccion por el
virus de la hepatitis C (VHC) pueden ser tratados de forma efectiva y segura con antivirales de
accion directa (AAD). El objetivo de este estudio fue evaluar la mortalidad y la evolucion de la
funcion renal y hepatica a largo plazo en una cohorte de pacientes con infeccion por VHC e IRC
tratados con AAD.

Métodos: Se analizé la evolucion de la funcion hepatica y renal, asi como la mor-
talidad en 135 pacientes con infeccion por VHC e IRC estadio 3b-5 que recibieron
ombitasvir/ paritaprevir/ ritonavir + dasabuvir en un estudio multicéntrico.

Resultados: Ciento veinticinco pacientes se curaron (RVS), y 66 de ellos fueron incluidos. Antes
de RVS, 53 estaban bajo terapia renal sustitutiva (TRS) y 25 (37,8%) tenian cirrosis hepatica.
Tras un seguimiento medio de 4,5 anos, 25 (38%) requirieron trasplante renal, pero ninguno
combinado renal-hepatico. No se observaron cambios en la funcion renal entre aquellos 51
pacientes que no recibieron trasplante renal a pesar de que los valores de eFGR mejoraron
en aquellos pacientes con IRC estadio 3b-4 de base. Tres (5,6%) pacientes pudieron dejar la
TRS. Dieciocho (27,3%) pacientes fallecieron, principalmente por eventos cardiovasculares, 2
presentaron descompensacion hepatica y uno carcinoma hepatocelular. No se observo ninguna
reinfeccion por VHC.

Conclusiones: La mortalidad a largo-plazo fue alta. Globalmente no se objetivo una mejora en
la funcion renal. A pesar de ello, en estadios 3b-4, la curacion del VHC podria tener un papel
positivo en la funcion renal.

© 2022 Elsevier Espana, S.L.U. Todos los derechos reservados.

111



+Model
GASTRO-2027; Mo.of Pages?

Gastroenterologia y Hepatologia oot (oom) xxx—x00

Introduction

Hepatitis C virus (HCV) infection affects more than 70
million people worldwide.! Although liver-related disease
and its complications are the main cause of morbidity and
mortality, extrahepatic manifestations can occur in up to
three-quarters of cases.” Furthermore, most data support
that HCV-infected individuals are at a higher risk of renal
disease than the general population. Although HCV-related
nephropathy is uncommeon, large evidence indicates that
anti-HCVY-positive individuals, especially those with viremic
infection, are at a higher risk of developing chronic kidney
disease (CKD) and progressing to end-stage renal disease.”™
In addition, increased liver-unrelated mortality, especially
from cancer and cardiovascular events, has been described. ®

Epidemiologically, the association between HCY and
CKD is mainly due to exposure to the virus during dialy-
sis or transfusion of blood derivatives. Furthermore, HCV
infection can induce kidney disease by cytopathic and
immune-mediated tissue damage.” Immunoglobulin deposits
can cause cryoglobulinemic nephropathy and membranopro-
liferative or membranous glomerulonephritis, which have
been described classically as the major causes of HCV
infection-related nephropathy.® In addition to direct and
indirect renal damage, genetic variables and cardiovas-
cular comorbidities, the oxidative stress generated by
chronic HCV infection leads to increased insulin resistance,
a higher percentage of diabetes mellitus, and accelerated
atherosclerosis contributing to increased cardiovascular
risk.” As a result, HCV itself has been proposed as an inde-
pendent cardiovascular risk factor.”'®

The outcome of chronic HCY infection has radically
changed since the introduction of direct acting antiviral
(DAA) agents. The favorable safety profile and high rates
of sustained virological response (SVR) have led to the view
that hepatitis C elimination is a realistic objective in sev-
eral geographical areas. It has been widely documented that
the risk of liver-related complications and overall mortal-
ity decreases after SVR."" Likewise, SVR achieves regression
of fibrosis and even cirrhosis,’” and reduces the risk of
most extrahepatic manifestations.’>'* In a large cohort of
HCV patients with CKD treated with interferon-based reg-
imens, the risk of end-stage kidney disease and death in
those treated for at least 4 months was lower than that of
untreated patients. '°

DAA therapy is safe and highly effective in patients with
CKD, end-stage renal disease, and those receiving renal
replacement therapy (RRT).'® Data from a prospective study
including 441 patients with chronic HCV infection and CKD
{>30 mL/min/ m?) found that sofosbuvir-based regimens, old
age, and advanced CKD were independently associated with
an estimated glomerular filtration rate (eGFR) decline dur-
ing therapy.” In a retrospective case-control study including
523 HCV-CKD patients treated with DAAs, a smaller eGFR
decline was seen in the treated group than in the untreated
control group at 1 year of treatment, but these differences
disappeared with longer follow-up.'® Overall, there is little
data on long-term follow-up of patients with CKD treated
with DAAs for chronic HCV infection.

The aim of this study was to assess long-term
mortality and morbidity in a cohort of HCV-
infected individuals with stage 3b-5 CKD who

received ombitasvir/paritaprevir/ ritonavir £+ dasabuvir
(OBV/PTV/r+D5V) for 12-24 weeks, paying special
attention to hepatic and renal function outcomes.

Patients and methods

This is a multicenter, retrospective-prospective study
including HCV-mone-infected er human immunodeficiency
virus (HIV)-co-infected patients with HCV genotypes (GT) 1
or 4 and CKD stage 3b-5 who had previously participated in
the Vie-KinD study. Patients had received OBV/PTV/r £ DSV
for 12-24 weeks between January and December, 2015.%¢
Baseline and SVR12 data were retrieved from the Vie-KinD
study database. Patients with a previous renal trans-
plantation were included if they were not undergoing
immunosuppressive therapy. Follow-up data were collected
by a review of the patients’ medical records until Decem-
ber 2020. The data collected were clinical parameters such
as hypertension, diabetes, CKD stage, renal replacement
reguirement, kidney transplantation, presence of cirrhosis,
episodes of liver decompensation (ascites, variceal bleed-
ing, and encephalopathy), hepatocarcinoma, and cause of
death as well as blood tests and HCV-RNA load. The prospec-
tive part of the study focused on patients who were alive and
available to follow up. They were contacted for a medical
visit, and blood testing (including blood count, AST, albumin,
bilirubin, creatinine, eGFR, and HCV-RMA) and transient
elastography.

A historical cohort of HCV-infected individuals under-
going RRT (Catalan Transplant Organization [OCATT],
2000-2015) before the availability of DAA therapy was used
to compare mortality rates.

The eGFR was calculated based on the
CKD-EPI eguation. The CKD stage was defined
according to the KDIGO guidelines’®: grade 1
>90mL/min/1.73m?, grade 2 =60-89mL/min/1.73m?,
grade 3a >45-59 mL/min/1.73m?, grade 3b
=>30-44mL/min/1.73 m?, grade 4 =15-29mL/min/1.73m?,
and grade 5 <15mL/min/1.73m?. Liver fibrosis assessment
was performed by liver stiffness measurement (L5M), and
fibrosis stage was classified as follows: F4 =12.5kPa, F3
=9.5, F2 =7, and FO-F1 <7 kPa. HCV-RNA was determined
using an automated real-time PCR system (Cobas 6800,
Roche). Causes of death were classified into six groups
(cardiovascular, cancer, infectious disease, kidney-related
disease, liver-related disease, and others). This study was
approved by the Vall d’Hebron Hospital Ethics Committee
and the Spanish and European Agency of Medicines and
Medical Devices (code MMR-OMB-2020-01; date 03/04/2020)
and was conducted in compliance with the principles of the
Declaration of Helsinki, Good Clinical Practice Guidelines,
and local regulatory requirements. All participants gave
written informed consent to participate in the study, and
all data were anonymized.

Statistical analysis

Normally-distributed quantitative variables were compared
using the Student t test and expressed as median [IQR].
Variables with a non-normal distribution were analyzed with
the Mann-Whitney U test and expressed as the median and
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interquartile range or the range. Categorical variables were
compared using the chi-square or Fisher exact test when
frequencies were less than 5%, and expressed as frequencies
and percentages. The 95% confidence interval of proportions
was calculated using the Newcombe method.”® The results
were considered statistically significant when the p-value
was lower than 0.05. All statistical analyses were carried
out using IBM SPSS, 26 (SPSS Inc., Armonk, NY, USA).

Results
Baseline characteristics

One hundred and thirty-five participants from 31 hospitals
participated in the Vie-KinD study and 125 achieved SVYR12.
Sixty-six of those with a SVR were followed for more than 6
months and were included in the present study. The major-
ity were men (69.7%), median age 58 [51-70] years, 98.5%
Caucasians and 25 (37.9%) had liver cirrhosis, three of them
with prior history of liver decompensation but compensated
at the time of DAA therapy. The most common comorbidi-
ties were hypertension in 48 (72.7%), diabetes in 15 (22.7%),
and dyslipidemia in 19 (28.8%). Three (4.5%) were HIV co-
infected.

Concerning kidney disease, 3 (4.5%) had CKD stage 3b, 10
stage 4 (15.2%) and 53 (80.3%) stage 5. Fifty-three (80.3%)
patients were receiving RRT, 49 (92.5%) were on hemodialy-
sis and 4 on peritoneal dialysis. Thirty-one patients (47.0%)
had history of previous kidney transplantation. The char-
acteristics of the study patients at the time of DAAs
initiation are summarized in Table 1. No changes in median
creatinine and eGFR values were observed between base-
line (prior to DAAs) and SVR12. Median creatinine and
eGFR prior to DAA treatment were 5.6 [3.7-7.8] mg/dL
and 10 [6.3-15.2]mL/min/1.73m? and at SVR12 were
6.4 [4.3-8.3]mg/dL and 8 [6-16] mL/min/1.73m?, respec-
tively.

Renal function outcome after SVR

Twenty-five (37.9%) patients received a kidney trans-
plant within a median period of 2.3 [0.9-1.8] years
and all remained alive. None of them had HIV infec-
tion. Most of these patients (84.0%) had stage 5 CKD
at the time of HCY therapy, and 19 (76.0%) were on
dialysis. Despite the fact 7 (28.0%) of these patients pre-
sented liver cirrhosis, none required combined kidney-liver
transplant. Overall, an improvement on serum creatinine
(5.6 [3.7-7.8]mg/dL vs 2.9 [1.5-6.9]mg/dL, p=0.002)
and eGFR values (10 [6.3-15.2] mL/min/1.73m? vs 20
[6.9-51.2] mL/min/1.73m?, p<0.001) were observed after
a median follow-up of 4.5 [3.7-5.1] years.

Among the 41 (62.1%) patients who did not undergo
kidney transplantation, no changes in creatinine and
eGFR values were observed during a median follow-
up of 4 [2-5] years after DAA therapy (creatinine: 5.4
[3-7.8] mg/dL vs 6.6 [2.9-8] mg/dL, p=0.512; eGFR: 10.6
[7-19.9]mL/min/1.73m? vs 7.7 [6-21]mL/min/1.73m?,
p=0.992). However, CKD stage improved in & patients
(14.6%) and worsened in 3 with prior CKD stage 4 (p< 0.001)
(Table 2). At last-follow up 35 patients were on RRT: 30 out of

Table 1 Baseline characteristics at the time of entry in the
long-term follow up after SVR.

Baseline characteristics (n=66)

Sex (male) 46 (69.7%)
Age (years) 58 [51-70]
Race (Caucasian) 65 (98.5%)
Hypertension 48 (72.7%)
Diabetes 15 (22.7%)
Dyslipidemia 19 (28.8%)
HCV-HIV 3 (4.5%)
Platelets (x10°L) 164 [133- 210]
Albumin (mg/dl) 4.1 [3.7-5.0]
Bilirubin (mg/ dl) 0.5 [0.4-0.6]
cirrhosis 25 (37.9%)
Fibrosis

FO-F1 19 (28.8%)

F2 9 (13.6%)

F3 13 (19.7%)

F4 25 (37.9%)
Kidney transplant 31 (47%)
CKD stage

CKD 3b 10 (4.5%)

CKD 4 10 (15.2%)

CKD 5 53 (80.3%)
RRT 53 (80.3%)

Hemaodialysis 49 (92.5%)

t Values are expressed as the number and percent and median
[IQR] unless otherwise specified.
t CKD: chronic kidney disease; RRT: renal replacement therapy.

the 53 who were previously on RRT and 5 new patients who
needed dialysis initiation. Renal function improvement led
to discontinuation of RRT in 3 subjects, yielding a weaning
rate from RRT of 5.6%. Finally, the 8§ patients with baseline
stage 3b-4 CKD had a slight increment in eGFR values over
follow-up, although the differences did not reach statistical
significance (Fig. 1).

Liver disease outcome

During follow-up, 2 (5.3%) patients with baseline compen-
sated cirrhosis developed liver decompensation (ascites and
hepatic encephalopathy, respectively). In addition, 1 (2.6%)
patient with liver cirrhosis developed hepatocellular carci-
noma (HCC) within the first year after achieving SVR. None
of them had HIV infection. None of the patients required
liver transplantation. The only patient who died from liver
disease was cirrhotic at baseline and died due to liver fail-
ure. In 31 subjects HCV-RNA was performed during follow-up
(39 during the last visit and 12 additional patients within
the prospective check-up) and no cases of reinfection were
observed.
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Table 2 Distribution of Chronic kidney disease (CKD) stage at baseline and last follow-up in the 41 patients who did not undergo
kidney transplantation.

Baseline CKD stage
CKD stage 3b CKD stage 4 CKD stage 5 Total
CKD at last follow-up
CKD stage 3a 1 (2.4%) 0 1 (2.4%) 2 (4.9%)
CKD stage 3b 2 (4.9%) 1(2.4%) 0 3(7.3%)
CKD stage 4 0 2 (4.9%) 3 (7.3%) 5 (12.2%)
CKD stage 5 0 3(7.3%) 28 (68.3%) 31 (75.6%)
Total 3 (7.3%) 6 (14.6%) 32 (78.1%) 41 (100%)

CKD stages at baseline and last follow-up of the 41 patients who did not undergo kidney transplantation; 1 (2.4%) patient was CKD stage
3b at baseline and stage 3a at LFU, 1 (2.4%) was CKD stage 4 at baseline and 3b at LFU, 1 (2.4%) was CKD stage 5 at baseline and 3a at
LFU, and 3 (7.3%) were CKD stage 5 at baseline and stage 4 at LFU. The CKD stage worsened in 3 (7.3%) patients who were stage 4 at
baseline and progressed to stage 5 at LFU.

1 Values are expressed as the number and percent.

t CKD: chronic kidney disease; LFU: last follow-up.
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Figure 1  Median creatinine and eGFR at baseline and last-follow up visit.
1 Values are expressed as median [IQR].
1 eGFR (estimated).

Overall mortality and comparison of mortality rates  None of them had HIV infection. Main causes of mortal-
with a historical cohort of CKD patients ity are shown in Fig. 2. The mortality rate among the 53

patients receiving RRT at baseline was 26.4% and 30.8% in
Eighteen (27.3%) patients, most of them receiving RRT (16,  those without RRT (p=0.5). Mortality among the 30 patients

88.9%), died during a median follow-up of 4.5 [3.7-5] years. ~ Who remained on RRT during the total follow-up was 40.0%.

114



+Model
GASTRO-2027; No. of Pages9

J. Martinez-Camprecios, M. Riveiro-Barciela, R. Munoz-Gomez et al.

et LT

Oncological

® @®
Infectious w w
Liver

2]
Renal rm

® o
Other @ w

Figure 2  Causes of mortality.

® o
44.4%

22.2%

11.2%

5.5%

5.5%

11.2%

1 Values are expressed as the number (represented by individual figures) and percentage.

All-cause mortality in cirrhotic patients (44.0%) was higher
than in non-cirrhotic ones (17.1%) (p=0.02).

Over a median follow-up of 4.3 years [2.7-4.9] the sur-
vival rate of our cohort of 53 HCV patients undergoing
RRT was compared with the one from an historical cohort
from the Catalan Transplant Organization (OCATT) including
16,834 patients who began RRT between 2000 and 2019. This
cohort included 772 anti-HCV positive patients who initiated
RRT between 2000 and 2015. No data on the percentage
of HCV viremic patients could be retrieved. No differences
in survival rate were observed among those anti-HCV neg-
ative who initiated RRT between 2000 and 2010 and those
who began between 2011 and 2019, though it was greater
than observed among anti-HCV positive subjects (p< 0.001),
as shown in Fig. 3. For comparison with our cohort, only
the 53 patients who were on RRT before DAAs therapy were
included. The four-year survival (median follow-up duration)
in this group of patients was 75.1%, significantly higher than
that reported in the HCV-positive cohort from the OCATT
(75.1% vs 43.6%. p<0.001).

Prospective follow-up

Twenty-four (36.4%) patients (14 men and 10 women)
came to an additional medical appointment and blood test
were performed. Median follow-up of this cohort was 5.3
[4.9-5.4] years. Fourteen patients received kidney trans-
plantation. Among the 10 patients who did not undergo
transplantation, 8 had CKD stage 5 before DAAs and showed
no renal function improvement during follow-up. In the
remaining 2 patients, both CKD stage 3b at baseline, CKD
stage improved to stage 1 and 2, respectively (p=0.2). LSM

was performed in 19 subjects, showing a significant improve-
ment in liver fibrosis (follow-up 6.2 [5-10.1]kPa vs 9.7
[6.1-14.4] kPa at baseline, p=0.027). From the 12 subjects
with baseline LSM of advanced fibrosis, just six (50%) con-
tinued with LSM >12.5kPa at the prospective appointment.
None of these 24 patients presented HCV reinfection.

Discussion

To our knowledge this study has the longest follow-up of
HCV-infected individuals with advanced CKD treated with
DAAs. CKD is a complex condition, and numerous factors
are involved in its progression and outcomes. Hence, esti-
mating the impact of HCV clearance in this scenario is a
challenging task, especially in advanced stages of kidney
disease. Our results showed trends to an eGFR improve-
ment in patients with stage 3b-4 CKD at baseline, but not
in those with end-stage CKD, the vast majority of patients
included in the cohort. Although the overall results showed
an improvement of renal function (creatinine and eGFR) at
last follow-up, this is mostly due to the increase in eGFR
and decrease in creatine values experienced amongst those
patients who received a kidney transplant. A more realis-
tic assessment of our results is that renal function did not
improve in the 41 patients who did not receive a kidney
transplant, although 3 (9.1%) patients were able to discon-
tinue RRT and 6 (14.6%) showed an improvement in the
CKD stage. In comparison to our observations, the results
from a cohort of 523 CKD-HCV patients followed for 1 year
after DAA treatment showed a smaller eGFR decline in those
who achieved SVR12, although this decline was not dif-
ferent when compared to an untreated historical HCV-CKD
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therapy.

1 CKD: chronic kidney disease; OCATT: Organitzacio Catalana de Transplantaments; RRT: renal replacement therapy; DAA: direct-

acting antiviral.

cohort.'® Likewise, an improvement in eGFR from baseline
to 12 weeks post-therapy was described in 403 HCV-infected
individuals, with or without CKD. In that study, a greater
eGFR improvement was found among patients with base-
line eGFR below 30mL/min/1.73m?.%" Similarly, regression
models from short-term follow-up of DAA-treated CKD-HCV-
infected individuals showed that HCV cure was associated
with a 9.3mL/min/1.73m? improvement in eGFR during
the 6 months after treatment.”? However, these studies are
heterogeneous and not entirely comparable to the present
study because they did not include patients with end-stage
CKD, which could easily explain the overall differences rela-
tive to our observations. Older age and male sex have been
linked to kidney disease progression; median age at base-
line in our cohort was approximately 60 years and almost
two-thirds were men. We found no significant improvement
in cardiovascular comorbidities after HCV elimination, and
unfortunately, we were unable to evaluate the prevalence
of cryoglobulinemia, at baseline or during follow-up, nor
the changes in proteinuria as a marker of CKD progression
because consistent data were not retrieved. Thus, based on
our results, we believe that HCV clearance has a positive
impact on renal function, but this effect seems to be min-
imal or nonexistent in patients with end-stage CKD due to
the advanced renal damage.

Liver decompensation and HCC development were
uncommon after DAA treatment in our patients, even
though approximately 60% of them had advanced fibrosis or

cirrhosis, in most cases compensated at baseline. It is rel-
evant to mention that none of the transplanted patients
required a combined transplant (kidney=liver). It has been
amply demonstrated that achieving SVR reduces the risk of
liver-related mortality and disease progression. In a recent
study including 869 HCV patients treated with DAAs, the risk
of clinical disease progression after a long-term follow-up
was reduced in Child=Pugh A patients, but not in Child=Pugh
B/C.” Similarly, results from long-term follow-up of 1760
HCV patients showed a significant decrease in all-cause
mortality and liver-related complications. Although some
patients had such complications, the annual incidence rate
(4.1%) was lower than the expected rate documented dur-
ing the natural history of HCV.!" In our cohort, liver-related
complications occurred in 5.3% of patients and HCC in almost
3%. All these patients had advanced liver fibrosis prior to DAA
and one had experienced liver decompensation prior to DAA
therapy. Regarding the HCC diagnosis, it is important to note
that it was diagnosed during the first year after DAA treat-
ment (10 months after). Data from a prospective follow-up
of a large cohort of HCV patients treated with DAAs or IFN
showed that HCC development after DAA treatment had a
3-year crude incidence of 5.9%, which reached its maxi-
mum and stabilized at 1 year after the end of treatment.™
Although HCV cure stops progression of liver disease, fibrosis
regression can take years.”” Thus, the risk of decompensa-
tion or HCC, although decreased, remains high in advanced
fibrosis stages, especially in patients with decompensated
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cirrhosis at baseline, and this could be the reason for the
liver-related events observed. In addition, and related to
fibrosis regression, a significant improvement in LSM mea-
surement was seen in the prospective evaluation. Although
there is evidence supporting the lack of correlation between
post-S5VR LSM and fibrosis stage, a recent study has described
a risk reduction of liver related complications and death
in those patients whose LSM measurement decreased more
than 20% after SYR.™

Furthermore, our cohort included a high percentage of
patients with diabetes, hypertension or dyslipidemia, mak-
ing it difficult to rule out nonalcoholic fatty liver disease
as a coexistent etiology for the liver disease progression. In
that sense, data from a retrospective study including more
than 33,000 HCV patients treated with DAAs reported an
increased risk of mortality and liver decompensation among
patients with diabetes.” Finally, no cases of documented
HCV reinfection were detected among the 51 patients who
had a currently available HCV-RNA determination during
follow-up reflecting the improvement in universal precau-
tions and in dialysis and blood transfusions.

Mortality was high in our cohort (27.3%), especially
among patients undergoing RRT. It is well recognized that
patients on RRT are at a higher risk of death than the gen-
eral population, especially those receiving hemodialysis.*®
Cardiovascular disease is the main cause of death in this pop-
ulation. Although several studies have shown an increased
overall risk of cancer in patients with end-stage CKD, there
is still some controversy in this line.”” A retrospective study
including more than one million adults concluded that eGFR
decreases are independently associated with a higher risk
of renal and urothelial cancer, but not with other cancer
types.” In our cohort, cardiovascular events and cancer (2
lung, 1 colorectal and 1 breast cancer) were responsible
for more than 50% of deaths and mortality was significan-
tly higher in cirrhotic patients. Finally, survival rate of our
patients receiving renal replacement therapy was significan-
tly higher than those observed in OCATT’s cohort despite the
fact the sample sizes are not comparable and the lack of
some sensitive information such as the number of viremic
patients. Nevertheless, in Spain, DAA therapy was not uni-
versally available before 2015 and many HCV patients were
not treated, including those with end stage renal disease.
Thus, we assumed that a significant number of anti-HCV-
positive patients from QCATT’s cohort would be viremic at
that point, which could reasenably explain the survival rate
differences observed in our study.

The main limitations of our study are the predominant
retrospective nature of the data and the relatively small
proportion of patients from the VieKinD cohort who were
followed and were able to be included. In this sense, infor-
mation of some of the remaining patients included in the
ViekinD cohort could not be retrieved by some health-care
units due to the impact of the COVID-19 pandemic. More-
over, the high percentage of patients with end-stage CKD
or undergoing RRT may have prevented us from observing
a significant improvement in renal function after the long-
term follow-up. As a counterpart to these limitations, this
is a multicenter study including patients from 31 hospitals
in Spain with a lengthy follow-up after DAA treatment.

In summary, meortality is high in end-stage CKD HCY
patients treated with DAAs, mainly due to cardiovascular

events and cancer. Overall, renal function did not improve
after HCV treatment, but a slight, non-significant improve-
ment in the eGFR was seen in patients in stage 3b-4 at
baseline. Liver decompensation and hepatocarcinoma were
infrequent, even though a large percentage of patients had
advanced fibrosis.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Keywords: Dried blood spots (DBS) have been proposed as an alternative diagnostic technique for chronic viral hepatitis.
Dried }:}ood spots The aim of this observational study was to correlate serologic HBV, HCV, and HDV status and reflex the
:epatf‘fs g respective viral load testing by PSC-DBS samples from capillary blood vs conventional plasma samples in patients
epatitis

with chronic viral hepatitis. Besides, we apply these tests in a prospective study for chronic viral hepatitis
diagnosis in a rural region of sub-Saharan Africa. In total, 124 HBsAg-positive patients, 75 anti—HCV positive, 2
with HBV—HCV coinfection, and 13 anti-HDV positive were included. PSC-DBS sensitivity/specificity was 98.4
%/96.2 % for HBsAg detection, 98.7 %/100 % for anti—HCV, and 84.6 %/100 % for anti-HDV. HCV-RNA was
quantified in all viremic patients using DBS. Only 42 of 78 (53.8 %) samples with HBV-DNA viremia were
quantifiable by DBS. Sensitivity increased to 95.7 % in patients with HBV-DNA levels >2000 IU/mL. There was a
high correlation between DBS and venous blood. The prevalence of HBsAg among the 93 individuals tested in
Angola was 11 %, and 60 % of cases had detectable HBV-DNA viremia. As a conclusion, PSC-DBS is useful for
chronic viral hepatitis screening and reflex molecular diagnosis showing globally high sensitivities and corre-
lation with conventional blood samples.

Hepatitis D

1. Introduction Organization, 2016). Less than 5% of all individuals with chronic viral
hepatitis are aware of the infection. Due to the increasing incidence of

An estimated 250 million people are chronically infected by hepatitis these diseases and the related mortality, the World Health Organization

B virus (HBV) and 70 million by hepatitis C virus (HCV) worldwide. A (WHO) released the first global strategy for elimination of viral hepatitis
huge burden of these infections lies in low- and middle-income countries in 2016 (World Health Organization, 2016). Since then, considerable
where access to diagnosis and treatment is limited (World Health progress has been made in HBV vaccination coverage and blood
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donation safery, but there is still a need to improve the diagnesis. In that
line, the WHO is promoting the development of simple, rapid diagnostic
tests (RDTs) that can be used as point-of-care tests and reach remote
areas and groups outside the health system (World Health Organization,
2016).

Point-of-care tests and RDTs providing an immediate diagnosis have
become an alternative option for diagnosing multiple diseases, from
diabetes to malaria. They are easy to perform and read, and matrices
such as capillary blood and oral fluid samples can be used. In the setting
of infectious disease, antigens, antibodies, and nucleic acids ean be
detected. Several RDTs for HBV and HCV detection are currently
available. They show acceptable sensitivity and specificity, but only
provide a serologic result and therefore, an incomplete diagnosis (Che-
valiez and Pawlotsky, 2018; Cooke et al., 2019).

The first step in diagnosing HBV and HGV infection is a test per-
formed with venous blood for serologic determination of HBsAg and
anti-HCV antibodies, respectively. This is followed by nucleic acid tests
(NATs)}—HBV DNA in persons testing HBsAg positive, and HCV RNA in
those anti-HCV positive—to identify patients with detectable viremia
who could be eligible for antiviral weamment. Point-of-care NATs
developed to detect Mycobacterium tuberculosis complex and diagnose
multidrug resistance have profoundly changed the medical approach for
tuberculosis in many endemic areas (Yoon et al., 201 2). Likewise, HCV
and HBV virologic diagnosis is also feasible by point-of-care NATs, with
approximately 100 % sensitivity and specificity for both viruses (Gre-
bely et al., 2017; Abravanel et al., 2020). Despite their excellent accu-
racy, implementation of these tests in low-income countries may be
difficult in the immediate future due to their high cost and the need for
specialized laboratories.

Dried blood spot (DBS) testing has proved to be a feasible alternative
diagnostic tool for infectious diseases such as human immunodeficiency
virus (HIV) (Andreotd et al., 2010; Carmona ecal., 2019). Itis affordable
and easy to perform, as blood can be collected and stored on blotter
paper by unirained personelle (Chevaliez and Pawlotsky, 2018). Later,
the blood can be analyzed by regaining plasma from the blotter paper
and processing by usual laboratory techniques. A meta-analysis
including 19 studies compared DBS to venous bloed sampling and re-
ported a pooled sensitivity and specificity of 98 % and 100 %, respec-
tively, for HBsAg and 98 % and 99 % for anti— HCV, confirming excellent
diagnostic accuracy (Lange et al., 2017). HBV and HCV wiral load,
analyzed in DBS samples showed lower sensitivity for HBEV-DNA
detection than for HCV-RNA, but overall, both tests showed a strong
correlation with the results in plasma samples (Soulier et al., 2016; Jardi
et al.. 2004; Mohamed er al., 2013). Detection of anti-HDV antibodies
and HDV-RNA for the diagnosis of hepatitis D has also been done using
DBS, with good performance (Jackson et al., 2019), The main limitation
of DBES is the lower sensitivity for detecting small wviral loads and sero-
logic markers, and the variability associated with the paper used. Plasma
separation cards (P5Cs) incorporate improvements in the sample such as
a filter to separate blood cells from plasma, an RNA stabilizer and a
larger volume capacity (140 uL) in each of the three spots than other
protein-saver cards (Carmona et al., 2019). Initial studies using PSCs for
DBS testing have reported good results in the diagnosis of HIV and HCV
infection (Carmona et al., 2019; Marins et al., 2020).

The aim of this study was to evaluate the serologic and virologic
performance of plasma separation card dried blood spot (PSC-DBS)
testing in patients previously diagnosed with HBV, HCV, or HDV
infection, comparing the results with those obtained using conventional
venous blood samples. In addition, we evaluated the usefulness of these
cards in a prospective pilot study, in which screening for chronic viral
hepatitis was carried out in a high endemic area of sub-Saharan Afriea.

Journal of Virological Methods 289 (2021) 114039
2. Material and methods
2.1. Swdy design

Prospective, observational validation study performed in Hospital
Vall d"Hebron, Barcelona (Spain), followed by a pilot survey in Hospital
Nossa Senhora da Paz, Cubal (Angola).

For the prospective, observational study, we selected non-
consecutive patients undergoing follow-up at the outpatient clinic of
the Hospital vall d’Hebron Liver Unit from October to December 2019,
We included anti—~HCV-positive patients regardless of the presence of
HCV RNA, HBsAg-positive patients, and a small number of patients with
anti-HDV antibodies. Two blood samples were collected simultaneously
from each patient, a conventional venous blood sample and a capillary
sample for PSC-DBS testing. Venous blood was collected in EDTA tbes,
and serum was placed in plasma gel separation tubes to perform the
routine analysis. A complete PSC (Cobas® Plasma Separation Gard,
Pleaseanton, CA) containing 3 DBS was spotted with whole capillary
blood to validate the performance of this sample. The card was left to dry
for at least 4 days. Then, each of the three blood spots was removed from
the PSC using dressing forceps and processed following the established
protocol. (Text 2.2-2.3 and Fig. 1).

In addition, during the month of December 2019, we conducted a
survey at the Nossa Senhora da Paz Hospital. Non-consecutive wolun-
teers older than 18 years were selected from the hospital’s outpatient
clinic. Demographics, clinical, and epidemiological data were recorded.
Blood count, serum aspartate aminotransferase (AST) and alanine
aminotransferase (ALT) analyses were performed at the Cubal Hospital
laboratory. Gapillary blood was collected to fill a complete PSC (3 DBS),
allowed to dry, and then shipped by ordinary mail to the Hospital Vall
d’Hebron clinical laboratory. All samples were processed within three
weeks after collection.

2.2, Serologic markers

An automated electrochemiluminescent system (Cobas 8000, Roche)
was used to measure HBsAg (Elecsys HBsAg II), anti-HBc antibodies
(Elecsys Ant-HBc II), and anti-HCV (Elecsys Anti HCV II) in conven-
tional samples and PSC-DBS. In HBsAg-positive cases, anti-HDV anti-
bodies were determined using the LIAISON XL murex anti-HDV assay on
an automated chemiluminescent system (Liaison, DiaSorin) in serum
samples and the respective DBS eluates. All serologic markers were
performed with the eluate of 1 of the 3 DBS. For plasma elution, one DBS
was removed from the PSC and incubated at 37 *C with 600 pL of diluent
(Elecssys universal diluent) overnight (at least 8h) (Fig. 1). If HBsAg,
anti~HCV, or anti-HDV tested positive, a reflex nucleic acid amplifica-
tion test was performed.

2.3. Virologic markers

An automated real-time PCR system (Cobas 6800, Roche) was used
to measure HEV-DNA (Cobas HBV test) and HCV-RENA (Cobas HCV test)
in plasma samples and the respective DBS eluates. Additionally, an in-
house nueleic acid amplification test was used to measure HDV-RNA
(Homs et al., 2014). Each of these assays was performed with the
eluate of 1 DBS. In case of an HBV, HCV and HDV coinfection an extra
DBS should be collected to perform all NAAT testing. To extract nucleie
acids from the PSC, individual DBS were removed from the cards and
incubated ar 56°C with 950 L of specimen pre-extraction reagent
(Roche®) for 10 min at 1000 rpm on a preheated thermoshaker (Fig. 1).
All samples were loaded on the Cobas 6800 system for nucleic acid
extraction, amplification, and detection in accordance with the in-
structions for plasma using the 500 pL processing volume option.

This study was approved by the Vall d’Hebron Ethics Committee (PR
(AG)399-2019-03/10,/2019) and was conducted in compliance with
the principles of the Declaration of Helsinki, Good Clinical Practice
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After leaving the card to dry for at least 4 days, 1 dried blood spot was separated from the PSC, diluted with 600 uL of solution, and left overnight at 37*C for
serologic testing. The sample was then centrifuged for 10 min at 3000 rpm and placed in a Cobas 8000,/ Liaizon system for analyeis. For viral load analysis, 1 dried
blood epet was used for each wiral load. The spot was diluted with 950 uL of solution, incubated in a shaker at 56 °C for 10 min, and processed in a Cobas 6800

sysbem.

HBsAg: hepatitis B surface antigen; anti-HBe: antibodies against hepatitis B core antigen; anti— HCV: antibodies against hepatitis C virus; anti-HDV: antibodies against
hepatitizs D virus; HCV-RNA: hepatitis C virue ribonueleic acid; HBV-DNA: hepatitis B virus deoxyrbonucleic acid; HDV-RNA- hepatitiz D virue ribonucleic acid.

Guidelines, and local regulatory requirements.

2.4, Statistical analysis

Normally-distributed quantitative variables were compared using
the Smident r test and expressed as the mean + standard deviation (5D).
Variables with a non-normal distribution were analyzed with the Mann-
Whitney U test and expressed as the median and interquartile range or
the range. Categorical variables were compared using the chi-square or
Fisher exact test when frequencies were less than 5% and expressed as
frequencies and percentages. The Pearson correlation was performed to
compare viral load in venous blood and PSC-DBS. The 95 % confidence
interval of proportions was calculated using the Newcombe method
(Newcombe, 1998). All statistical analyses were carried out using IBM
SPSS, 26 (SPSS Inc., Armonk, NY, USA).

3. Results
3.1. Observational prespective validation study in a tertiary hospital

3.1.1. Hepatitis B, G, and D serologies

In total, 201 samples from chronic viral hepatitis patients were
included: 124 patients were HBsAg positive, 75 had anti-HCV anti-
bodies, and 2 patients tested positive to both. Among the 124 HBzAg-
positive patients, 16 (12.7 %) were HBeAg positive, and 13 (6.5 %)
had anti-HDV antibodies. Of 126 patients testing HBsAg pesitive by
venous blood analysis, 124 were detected by ecapillary blood DBS anal-
ysis. There were 2 (1.6 %) false-negative results by DBS (both weakly
HBEsAg positive in venous blood: gHBsAg 0.1 and 0.08 IU/mL, respec-
tively) and 3 (2.4 %) false-positives (ant-HBc negative). DBS detected
76 of 77 anti~-HCV patients with only 1 false-negative result that cor-
respended to a non-viremic anti—HCV patient on venous blood analysis.
Therefore, the sensitivity of PSC-DBS analysis was 98.4 % and 98.7 % for

HBV and HCV, respectively, and the specificity was 96 % and 100 %. The
positive and negative predictive values of DBS tests compared to con-
ventional tests with 95 % confidence intervals are summarized in
Table 1.

Ovwerall, 145/201 (72.1 %) patients tested positive for and-HBe in
wenous blood samples, including all 124 HBsAg-positive patients, the 2
HBV/HCV coinfections, and 21 additional patients in the anti-HCV-
positive group. By comparison, anti-HBc was detected using PSC-DBS in
139 of the 145 patients and there were & (4.1 %) false-negative results.
Of note, 2 of these 6 patients were HBsAg positive with undetectable
HEV DNA on routine analysis.

DBS detected 11 of the 13 patients testing anti-HDV positive by
wvenous blood, yielding 84.6 % sensitivity and 100 % specificity, as is
shown in Table 1.

Table 1
Performance of dried bloed spots for serological diagnosiz of HCV, HEV and
HDV mfection in comparison with venous blood samples.

Senmitivity (95  Specificity (95 PPV (95 % CI) NPV (95 % CI)
%% CI) % CI)
Anti- 087 % 100 % 100 % 902k
HCV (93.0-90.8) (97.0—100.0) (95.3-100.0) (95.6—90.9)
HBsAg 024 % 96.2 % 97T % 975 %
(94.4-99.6) (89.3-98.7) (93.4-99.2) (91.2—-99.3)
Anti- 959% 100 % 100 % 903 %
HBe (91.3-98.1) (93.6-1007) (97.4-100.0) (B0.5—95.5)
Anti- 846% 100 % 100 % 935%
HDWV (57.8-95.7) (88.3-100) (77.2-100.0) (71.7-100.0)

Anti—HCV: antibodics against hepatitiz C virus; HBzAg: hepatitizs B surface an-
tigen; Anti-HBe: antibodies against hepatiis B core antigen; Anti-HDV: anti-
bodies against hepatitis Delta virus; NPV: negative predictive walue; PPV:
positive predictive value.
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3.2, Hepatitis B, C, and D virologic results

Seventy-eight (61.9 %) of 126 HBsAg-positive patients had quanti-
fiable HBV-DNA by conventional analysis, and only 42 (33.3 %) of the
126 by DBS. Analysis of the DBS sample provided viremia results in
around half (53.8 %) of those 78 patients with quantifiable viremia in
venous blood. Mean viremia level was 2.8 (+2.1) log IU/mL by con-
ventional sample testing and 1.2 (+1.8) log IU/mL by DBS testing. HBV
DNA was 1.6 log IU/mL lower in DBS than venous blood, with a high
correlation berween the 2 samples (R =0.89). Correlations between
venous and capillary viral load in HBsAg-positive patients are shown in
Fig. 2. Twenty-two of 23 patients (95.7 %) with HBV DNA > 2000 IU/
mlL (3.3 log IU/mL) in venous blood samples had detectable viremia by
DBS, which yielded an excellent correlation (R = 0.95).

HCV-RNA was quantified by venous blood analysis in 26 (33.7 %) of
77 anti-HCV-positive samples, including the 2 samples from patients
with HBV ~HCV coinfection. Median viral load was 6.54 log IU/mL (IQR
5.96-6.74). In all these cases HCV RNA was also quantified by PSC-DBS,
with a mean value of 4.8 log IU/mL (IQR 3.97-5.27). The HCV-RNA
correlation between the two samples was excellent (R =0.98),
showing a mean difference of 1.1 log IU/mL between the values ob-
tained (Fig. 3). Comparison of HBV and HCV viremia levels in venous
blood and DBS are shown in Fig. 4.

Among the 13 anti-HDV-pesitive samples, 10 (77 %) had quantifi-
able HDV-RNA on conventional testing and 7 (53.3 %) were also
quantified on DBS testing. Analysis of the DBS sample provided viremia
results in 70 % of those 10 patients with quantifiable viremia in venous
blood. The mean HDV RNA level was 4.2 (+2.6) log (IU/mL) in venous
blood samples and 2.8 (£1.99) log IU/mL in DBS samples. The mean
difference in HDV RNA between venous blood and DBS was 1.12
(+1.04) log IU/mL, with a very high correlation (R = 0.96) as shown in
Fig. 5. The sensitivity, specificity, and predictive values with 95 %
confidence intervals of DBS compared to conventional sample testing for
the virologic diagnosis are summarized in Table 2,

3.3. Prospective study in Hespital Nossa Senhora da Paz. Cubal (Angola)

In total, 93 individuals were included in the prospective study car-
ried out in Cubal (Angola): mean age was 40.5 (+13.4) years and 57
(61.3 %) were women. Regarding risk factors, 15 (16.1 %) had received
a blood transfusion, 7 (7.5 %) had skin tattoos, 11 (11.8 %) reported
sexual risk behavier, 16 (17.2 %) had undergone surgery, 35 of 36 (97.2
%) men had been circumeised, 43 (46.2 %) reported at least 1 episode of
scarification, and 61 (65.6 %) remembered at least 1 episode of jaun-
dice. None reported injection drug use.

HBsAg was detected in PSC-DBS samples in 10 (10.8 %) individuals.
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Fig. 2. HCV-RMA cormrelation between venous blood and DBES.
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Four (40 %) were men, with a median age of 32.5 [25-54] years. Three
HBsAg-positive (30 %) individuals were younger than 25 years, 4 (40 %)
between 25 and 50 years, and 3 were older than 50 years. HBV-DNA was
detected in 6 of the 10 HBsAg-positive (60 %) cases. None of the par-
ticipants tested positive to anti—HCV or ant-HDV.

4. Discussion

Our results show that PSC-DBS testing is useful for serologic and
virologic diagnosis of HCV and HBV infection, with high performance
for serclogic diagnesis of chronic viral hepatitis. Overall, DBS viral loads
for HBV, HCV, and HDWV correlated well with those obtained in plasma
samples, however, there was a 1-log difference in the values between the
2 techniques. This difference can be explained by the different final
plasma volume obtained from the venous blood and dried blood sam-
ples. As a result, the sensitivity of DBS in samples with viral loads less
than 1000 IU/mL {lﬂslog] may be decreased (Marins et al., 2020). The
sensitivity and specificity of DBS for HBsAg detection was 98.4 % and 96
%, respectively, and for anti-HBec, 95.9 % and 100 %. The two
falze-negative HBsAg results by DBS corresponded to serum samples
with qHBsAg below 1 IU/mL, and in both individuals, HBV DNA was
undetectable by the 2 techniques. All 3 HBsAg false positive samples by
DBS had very low levels of HBsAg (< 1 IU/mL). These false positive
results may be atiributable to contamination either during manual
processing of the samples or during P5Cs storage, drying process or
submission to laboratory.

To our knowledge these are the first reported data using PSG-DBS for
serologic diagnosis of HBV infection. Testing with these samples showed
high reliability and the results obtained were similar to those reported
with other DBS methods (Lange et al., 2017). In HBeAg-negative pa-
tients, the majority HBV population in our study, the sensitivity of
PSC-DBS to detect HBV DNA was low (53.8 %) and differed from the
findings in previous studies (Jardi et al., 2004; Mohamed et al., 2013;
Jackson et al., 2019; Ross et al., 2013). These differences can be
explained by the high prevalence of chronic HBeAg-negative infections
in our patients, and as a consequence, the low HBV-DNA titers. How-
ever, this limitation would not have an impact on selection of patients
eligible for HBV therapy; thar is, those with HBV-DNA levels =-2000
IU/ml (3.3 log) (Lampertico et al., 2017). In this situation, the sensi-
tivity of PSC-DBS increased to almost 96 % and showed a high corre-
lation with conventional venous blood testing (R = 0.95). Overall, our
results show that HBV-DNA testing by PSC-DBS can be useful for
screening and selecting individuals who could benefit from trearment in
settings where virologic assessment iz not easily accessible, as has been
suggested previously (Allain and Opare-S5em, 2016). Our pilot study in
Angola provides evidence that this is a feasible approach.

Sensitivity for the detection of anti— HCV antibodies was 98.7 % with
100 % specificity; hence, our results are similar to previous findings and
support the use of PSC-DBS as an alternative sample option for HCV
diagnosis (Soulier et al., 2016). The single false-negative result, a
non-viremie anti-HCV sample by venous blood and DBS, is likely
related to the low anti— HCV titers in individuals with resolved infection.
HCV-RNA testing by PSC-DBS yielded 100 % sensitivity, detecting all 26
viremic samples with a strong correlation (0.98). These results are
similar to those of a previous study, in which high sensitivity for
HCV-RNA detection (100 %) was obtained by PSC-DBS, with a corre-
lation of 0.89 (Matins et al., 2020). In contrast to HBV infection, HCV
wiral load is usually stable at 48 log'® IU/mL in untreated patients
(Ticehurst et al., 2007), and it has been estimated that HCV-RNA levels
are <10° log in only 1% of viremic HCV patients (Rando-Segura et al.,
2020). Therefore, although our study population did not include in-
dividuals with a low HCV-RNA viral load, we ean assume that, in gen-
eral, DBS would be a reliable tool for HCV virologic diagnosis. It should
be mentioned thar lower HCV-RNA viral loads have been described in
younger people, HBV coinfected patients, people who imject drugs
(PWID), and prison inmates (Ticehurst et al., 2007; Rando-Segura et al.,
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2020).

Sensitivity for anti- HDV was lower (84.6 %) that that of the other
serologies, likely due to the small number of anti-HDV-positive patients
included. The two false-negative results corresponded to non-viremic
samples by venous blood and DBS. The sensitivity of PSC-DBS testing
compared with venous samples for HDV-RNA was 70 %, with a corre-
lation of 0.96. The relatively low sensitivity may be explained by the use
of an in-house PCR technique for the analyses with a lower limit of
detection of 5.75 x 10° IU/mL.

Use of DBS samples proved to be a suitable strategy for hepatitis
sereening in an African community, the essential first step in linkage toa
health improvement. Although the sample was small, this pilot study led

Table 2
Performanee of dried bloed spots for virologic diagnosiz of HCV, HBV and HDV
infection in comparizon with venous blood samples.

Senzitivity (95  Specificity (95 PPV (95 % CI) NPV (95 % CI)
% CID % CI)
HEV-DNA  538% 100 % 100 % 571%
(423-64.5 (90.4—100.0) (91.6-100.0) (46.5-67.2)
HBEV-DNA 957 % 100 % 100 % 982%
= 2000 (79.0-90.2) (93.6—100.0) (85.1-100.0) (90.7-99.7)
U /mL
(33
log)
HCV-ENA  100% 100 % 100 % 100 %
(£7.1-100.0) (93.0-100.0) (£7.1-100-00 (93.0-100.00
HDV- 70 % 100 % 100 % 50 %
RNA (39.7-89.2) (43.9-100.0) 164.6-100.0) (18.7-81.2)

HBV-DNA: hepatitiz B virue deoxyribonucleic acid; HCV-RNA: hepatitis € virus
mbonucleic acid; HDV-RNA; hepatitiz D virus nibonucleic acid; NPV: negative
predictive value; PPV: positive predictive walue; [U/ml: International Unit per
milliliter.

to detection of HBsAg-pesitive status in almost 11 % of the Cubal pop-
ulatien, a prevalence similar to previous findings in Angola (Valente
et al., 2010; Guimaraes Nebenzahl et al., 2013). HBsAg positivity was
higher at younger ages, and anti-HBc prevalence was very high (65.5 %),
supporting reports of widespread HBV infection in the sub-Saharan
population (Valente et al., 2010). In addition, HBV viremia was quan-
tified in 60 % of cases. None of the HBsAg-positive individuals reported
being under antiviral treatment for HIV. Exposure to risk factors for
transmission of chronic viral hepatitis, such as surgery or blood trans-
fusion, were present in more than 15 % of cases and risky sexual
behavior was reported by more than 10 %. None reported injecting drug
use. Previous jaundice epizodes were high (65.5 %) and probably related
to infections such as malaria or hepatitis A which are common in
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childhood (Lemon et al., 2012). Almost half the participants had un-
dergone skin scarification.

Our study has several limitations, including the lack of HBeAg
assessment in DBS, a low number of HBeAg-positive and anti-HDV-
positive patients, and an absence of HCV patients with low HCV-RNA
viral load. The main limitation of PSC-DBS samples is their low sensi-
tivity for detecting viral loads <1000 IU/mL. On the other hand, PSC
samples have shown an almost complete stability of HCV-RNA/HIV-
RNA after storage during 28/2]1 days and therefore, the recommended
time to analyze PSGC samples has been set in three weeks (Marins et al.,
2020; Carmona et al., 2019). Howewver, despite these limitations, our
results indicate that PSC-DBS analysis can be a useful resource for
serologic and virologic diagnosis of chronic viral hepatitis, especially in
low-income countries and settings where other laboratory tests are not
available. Our pilot experience indicates that implementation of
PSC-DBS testing for this purpose in settings such as sub-Saharan Africa is
viable and could be useful for sereening, monitoring, and determining
eligibility for treatment.
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1 | INTRODUCTION

Hepatitis C virus (HCV) infection affects 71 million people world-
wide. The World Health Organization (WHO) has set a goal of HCV
elimination by 2030, and this implies that 0% of HCV cases must
be diagnosed and 80% treated. To improve the diagnosis of HCV,
a one-step approach (HCV-RMA reflex testing) was introduced in
the Spanish Mational Health System in 2018. A high proportion of
patients with diagnosed HCV infection (mainly psychiatric or de-
pendency individuals) are lost to follow-up (LTFU), likely because
of asymptomatic and silent progression of the disease. Retrieval
of these patients for treatment could stop further progression of
liver disease, reduce the number of infected individuals, and serve

as secondary prevention, by averting ongoing transmission.”

The ReLink-C strategy was based on a retrospective search for
HCV-RMA-positive cases from the central laboratory of Barcelona
area between 2019 and 2021 and included the COVID-19 pandemic.
The impact of the COVID-19 pandemic on global efforts for HCV
elimination has been evaluated in several studies.® which show that
a one-year delay in HCV elimination programs is associated with an
increase in the number of hepatocellular carcinoma (HCC) cases and
liver-related mortality in the next g-fealrs.4

The aims of this study were as follows: (1) identify and retrieve
individuals previously diagnosed with HCV infection who were lost
to medical follow-up, and linked them to care; (2) assess the impact
of the COVID-19 pandemic on the rates of HCV-positive patient re-
trieval and linkage to care; and (3) evaluate the cost-effectiveness of

this strategy.

Abbreviations: ALT, Alanine Aminotransferase; AST, Aspartate Aminotransferase; DAA, direct-acting antivirals; HCV, Hepatitis C virus; LTFU, Lost to follow-up; RNA, Ribenucleic acid.
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2 | PATIENTS AND METHODS

RelLink-C study has a first retrospective phase, focused in identi-
fying HCV-RMA-positive cases and a medical records review. The
following individuals were excluded as follows: those deceased,
those already treated, those with life-threatening comorbidities
or those lacking contact information. The interventional second
phase was focused on individuals who had been LTFU. They were
called a maximum of five times and sent appointment reminders
by post when telephone contact failed. Successfully contacted
individuals were informed about our retrieval project and HCWV
therapy.

In a one-step visit, a hepatologist recerded the medical history,
HCV-RMA and HCV genotype were performed as well as transient
elastography (TE). Severe liver fibrosis was defined by TE between
9.5 and 12 4 kPa and cirrhosis if 212.5 kPa. Patients with advanced
fibrosis underwent abdominal ultrasound. DAAs therapy was of-

fered to all patients with active infection.

21 | Cost-effectiveness analysis

An economic evaluation was performed to estimate the cost-
effectiveness of ReLink-C compared with no intervention. ReLink-C
cost was calculated as the sum of the cost of healthcare resources
for the HCV diagnosis and linkage to care.

The impact on healthcare and economic ocutcomes of ReLink-C
vs no intervention were estimated using a previously reported
Markov model® to simulate the evolution of chronic HCV through
different health states over the patient’s lifetime. The mean age of
patients entering the model was 57 years according to our study
data, and the distribution between the different health states and
sustained virological response (92-97%) was obtained from official
data.

2.2 | Statistical analysis

Relink strategies and linkage to care were compared for the two
14-month time periods before and after emergency response
policies were implemented on 13 March 2020. Descriptive sta-
tistics were used to show the differences between the num-
ber of patients LTFU who were retrieved and tested in the
pre-COVID and the COVID-1% period. Statistical analyses were
made with EPIDAT 3.1 software. Qualitative data were com-
pared using the chi-squared test or the Fisher exact test when

frequencies were <3.

2.3 | Ethical considerations

This study was approved by the Research Ethics Committee of

Wall d'Hebron Hospital and was conducted following good clinical

practice guidelines. All data were processed confidentially in an
anonymous database accessible only to the researchers, in keeping

with Spanish legislation.

3 | RESULTS

In total, 1591 HCV-RMA-positive patients were identified. Among
them, 599 (37.6%) had already been treated or linked to care, 78
(5%) had died, and 914 (57.4%) had been LTFU and were selected for
retrieval. Within the latter, 166 were candidates for contact. Those
who were not eligible to be contacted included 379 (41%) with a
limited life expectancy, life-threatening disease, or HCV treatment
contraindication, and 369 (40%) lacking contact details. After a max-
imum of 5 telephone calls, 104 of the 166 candidates (63%) were lo-
cated, and 51 (50%) agreed to an appointment (29 refused a medical
visit, 23 were already treated, and 1 had died). Finally, 43 patients
attended the appointment (84%) and 41 were treated (95%) (2.5% of
the 1591 HCV-RMA-positive individuals identified). A flowchart of
the results during the two periods (pre-COVID-19 and COVID-19) is
shown in Figure 1A.

During the COVID-19 peried, a lower percentage of patients had
been linked to care (27% vs 43%; p< 0.0001), and therefore, a higher
percentage were selected for retrieval (70% vs 51%:; p<0.0001).
In contrast, in the pre-COVID-19 period, a lower percentage were
candidates for contact (5% vs 13%; p<0.0001) due to a limited life
expectancy or comorbidities, and a lower percentage were located
(3.3% vs 8%; p <0.003). At the end of the analysis, however, a similar
percentage of cases started treatment in the two groups (2.4% vs
2.7%; p<0.7239).

Patients treated with DAAs were mainly men (58.5%), mean age
S4vyears, 10 (25%) had advanced fibrosis and 15 were infected by
genotype 1 (37%).

3.1 | Cost-effectiveness analysis

The cost of diagnosing all patients who attended the medical visit
was £19,924_Therefore, the total investment of the ReLink-C strat-
egy was €26,075. In the Markov model lifetime simulation, 141
HCV-RMA-positive patients were included (166 candidates to con-
tact excluding 23 already treated, 1 death, and 1 spontaneous cure).
Based on our results, treating 41 patients with DAAs vs no patients
treated (no intervention) reduced decompensated cirrhosis cases by
30%, HCC by 27%, and liver transplantation requirement by 20%.
HCV-related deaths decreased by 26%. The reduction in liver com-
plications generated a cost-saving of €456 796 (Figure 1B).

4 | DISCUSSION

The Relink-C strategy enabled identification of a substantial per-
centage of HCV patients LTFU and provided linkage to care. With
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this case-finding approach, we can prevent potentially severe com-
plications, and reduce further transmission, thereby contributing to
HCV elimination. In total, 1591 HCV-RNA-positive tests were re-
viewed, 166 patients were candidates for retrieval, and 25% of these
individuals could be relinked to care and cure.

In a similar study in Utrech,® among 1913 individuals with HCWV
infection, 2569 were LTFU and eligible for retrieval. After contacting
them by letter, 15.5% of candidates were treated, a lower percentage
than in our strategy (25%); suggesting that a phone call may be more
effective than a letter for this purpose. In another stud‘{.? 499 HCV
cases were identified and 3 started DAA (12.5%). In this study, pa-
tients were contacted by primary care physicians, a possible reason
for the lower rate of linkage to care. Finally, in a study performed in

® more than 95% of candidates were contacted,

2 centers in France,
due to an active search strategy in which the primary care physicians
were involved.

The approach used in our study has several strengths. First, the
use of universal reflex HCV-RMA testing. Second, the simplified care
circuit model to assess liver disease. In a single medical visit, HCW-
RMA testing and TE were performed, allowing initiation of DAAs. Of
the 43 individuals who attended the appointment, 41 started treat-
ment (>95%).

A novel finding of this study is the observation that during the
COVID-19 period, a lower percentage of patients were linked to
care (27 vs 43%), and consequently, more patients were selected
for retrieval (70 vs 51%). Mewvertheless, the percentage of can-
didates to contact was lower in the COVID-19 period, as there
was a higher percentage of patients with comorbidities or with
a limited life expectancy (33% ws 54%). A higher percentage of
patients was located (65% vs 62%) among candidates to contact
during the COVID-19 pandemic, and a larger number of patients
located attended the physician's appointment (88% vs 41%) than
during pre-COVID-19.

Another significant finding to point out is the result of the cost-
effectiveness analysis, which showed a cost-saving of €456,796 for
the public health system because of the estimated reductions in liver
disease complications and mortality.

Qur study has the limitations of a retrospective design. After
the records search, a large percentage of patients could not be
contacted due to lacked contact information, a problem observed
in other similar studies.®” In addition, a large geographic area was
covered, and the hospitals, primary care centers and drug addiction
centers did not have a common record system.

To summanze, individuals with HCV LTFU can be effectively re-
trieved through the Relink-C strategy. From the individual's viewpoint,
linkage to care enhances HCW cure and from the public health per-
spective, this strategy contributes to reduce hepatitis C transmission
and enables HCV elimination. Although the COVID-19 pandemic had a
relevant impact on linkage to care and treatment, the Relink-C strategy

retrieved and treated a considerable number of formerly lost patients

and proved to be a cost-effective approach in a publically funded umni-
versal health system.

AUTHOR CONTRIBUTIONS

Elena Wargas-Accarino, Joan Martinez-Camprecios, Ariadna Rando-
Segura and Maria Buti performed the research. Raquel Dominguez-
Hemndndez and Miguel Angel Casado analysed the data. Elena
Vargas-Accarino, Joan Martinez-Campreciés, Raquel Dominguez-
Hernadndez and Maria Buti designed the research study and wrote the
manuscrit. Mar Riveiro-Barcela, Francisco Rodriguez-Frias, Ana Barreira,
Adriana Palom and Rafael Esteban contributed to the design of the
study. All authors reviewed and approved the final version of the paper.

CONFLICT OF INTEREST

Raguel Dominguez-Hernidndez and Miguel Angel Casado are em-
ployees of Pharmacoeconomics & Outcomes Research lberia, a
consultancy firm specializing in the economic evaluation of health-
care interventions, which has received unconditional funding from
Gilead Sciences for the development of the analysis. Dr Mar Riveiro-
Barciela has served as a speaker of Gilead Sciencies and Abbvie.
Prof. Rafael Esteban has served as a speaker and advisory board of
Gilead Sciencies and Abbvie. Prof. Maria Buti has served as a speaker

and advisory board of Gilead Sciencies and Abbvie.

DATA AVAILABILITY STATEMENT
The data that support the findings of this study are available from

the corresponding author upon reasonable request.

ORCID

Elena Vargas-Accarino "= https://orcid org/0000-0002-2521-03568
Joan Martinez-Camprecids ' https:/forcid.
org/0000-0002-8899-8447
Raquel Dominguez-Herndndez
org/0000-0003-1083-7288

https://orcid.org/0000-0001-930%-2052

https://orcid.org/0000-0002-0732-3078

https:/forcid.

Mar Riveiro-Barciela
Maria Buti

REFERENCES

1. World Health Organization. Global Hepatitis Report. World Health
Organization; 2017.

2. Isfordink CJ, Brakenhoff SM, Van Dijk M, et al. Hepatitis C elimi-
nation in The Metherlands (CELINE}): study protocol for nationwide
retrieval of lost to follow-up patients with chronic hepatitis C. BMJ
Open Gastroenterol. 2020, 7(1):1-6.

3. Buti M, Dominguez-Hernandez R, Casado MA. Impact of the
COVID-19 pandemic on HCWV elimination in Spain. J Hepatol.
2021;74(5):1245-1248.

4. Blach 5, Kondili LA, Aghemo A, et al. Impact of COVID-19 on global
HCV elimination efforts. J Hepatol 2021;74(1):31-36.

5. Turnes ), Dominguez-Hernandez R, Casado MA. Cost-effectiveness
analysis of two treatments trategies for chronic hepatitis C before
and after access to direct-acting antivirals in Spain. Gastroenterol
Hepatol. 2017-40(7)-433-446.

128



VARGAS-ACCARING T AL

JOVRNAL 0F VAL HERNTTRE

Wi LEYJj

&. Kracht PAM, Arends JE, van Erpecum KJ, et al. REtrieval and cure

of chronic hepatitis C (REACH): results of micro-elimination in the
Utrecht province. Liver Int. 2019;39(3)-455-462.

Beekmans N, Klemt-Kropp M. Re-evaluation of chronic hepa-
titis B and hepatitis C patients lost to follow-up: results of the
northern Holland hepatitis retrieval project. Hepatol Med Palicy.
2018:3(1}1-6.

Métivier 5, Foucher J, Maguin M, et al. Recall of HCV patients lost
to follow-up. ReLink study in two expert centers in France [abstract
888]. Hepatol. 2020:72(1}:542-543.

How to cite this article: Vargas-Accarino E, Martinez-
Camprecios J, Dominguez-Herndndez R, et al. Cost-
effectiveness analysis of an active search to retrieve HCV
patients lost to follow-up (RELIMK-C strategy) and the impact
of COVID-19. J Viral Hepat. 2022;00:1-5. doi: 10.1111/

jvh.13686

129



	Títol de la tesi: Avances en el diagnóstico de la hepatitis B y C e impacto a largo plazo 
del tratamiento con antivirales de acción directa
	Nom autor/a: Joan Martínez Campreciós


