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1. Introduccion




1.1El virus de la hepatitis C

1.1.1 Estructura viral

El virus de la hepatitis C

El VHC es un virus pequeno (~ 50 nm de didmetro) y con envuelta que pertenece al género
hepacivirus de la familia Flaviviridae . El VHC replica preferentemente en el citoplasma de
los hepatocitos, aunque también se ha descrito la presencia del VHC en otros comparti-
mentos o tipos celulares 23. Su genoma esta constituido por una Unica molécula de ARN de
doble polaridad, cuyo marco de lectura esta flanqueado por 2 regiones no traducidas en los
extremos 5" y 3', las cuales tienen una estructura secundaria conservada (Figura 1). Estas 2
regiones del virus son esenciales para la replicacion y la traduccion del ARN. La traduccién
del marco de lectura da lugar a una poliproteina precursora de unos 3.000 aminoacidos
(aa), aproximadamente. Esta poliproteina es procesada tanto por proteasas virales como del
huésped dando lugar a 3 proteinas estructurales, core, E1, E2, la proteina p7 y 6 proteinas
no estructurales denominadas NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A y NS5B 4.
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Figura 1. Esquema de la organizacion genémica del VHCYy las proteinas virales asociadas. Imagen adap-
tada de Koutsoudakis G et al. Gastroenterol Hepatol 2013%.

La proteina NS2 junto con el dominio aminoterminal de NS3 forma la proteasa NS2-NS3 que
tiene un papel crucial en la produccién de viriones °. La NS4A es un cofactor que se asocia a
la proteasa NS3. La proteasa NS3-NS4A es esencial para el ciclo de vida del VHC, catalizando
el procesamiento del resto de las proteinas no estructurales. La NS5A es una metaloproteasa
dependiente de cinc muy fosforilada, cuya funcion en el ciclo de vida del VHC no est4 cla-
ramente definida °. Sin embargo, diversos estudios demuestran que ademas de desempenar



un papel importante en la replicacion viral 72 y en la produccion de particulas infecciosas °,
interacciona con un gran numero de proteinas celulares, regulando diversas vias de sefali-
zacion. Finalmente, la NS5B es la polimerasa viral. Es una ARN polimerasa dependiente de
ARN (RdRp), capaz de sintetizar ARN de novo y dependiente de cebador. El hecho de que la
funcién de las proteinas no estructurales se centra basicamente en el procesamiento de la
poliproteina y en la replicacién viral, ha hecho que se hayan convertido en las dianas tera-
péuticas contra las que se dirigen los tres grupos principales de agentes antivirales directos
(los inhibidores de proteasa, polimerasa y NS5A) '°,

La variabilidad genética es una de las caracteristicas bioldgicas mas relevantes del VHC. La di-
versidad de secuencias se genera continuamente durante la replicacion viral debido a que la
polimerasa viral no tiene capacidad correctora de errores (1 error cada 10* o 10° nucleétidos), y
a que la tasa de produccién de nuevos viriones es muy alta (10'? viriones por dia)'". Mediante
el andlisis de las secuencias gendmicas de virus aislados en diferentes zonas geogréficas se han
podido identificar hasta 7 genotipos distintos del VHC, denominados del 1 al 7 segun el orden
de descubrimiento. Los distintos genotipos difieren entre si en un 30-35% de los nucleétidos.
Asimismo, cada uno de estos genotipos esta dividido en subtipos, los cuales difieren entre si en
un 20-25% de la secuencia y son identificados mediante letras, por ejemplo, 1a, 1b, 2 a, 2 b,
3 a, etc, siendo el genotipo 1b el mas frecuente en nuestro medio 1213,

1.1.2 Infeccion crénica por VHC.
Historia Natural

Globalmente, la morbilidad y mortalidad atribuible al virus de la hepatitis C (VHC) sigue
en aumento. Aproximadamente 700 000 personas mueren cada afio por complicaciones
relacionadas con el VHC, que incluyen la cirrosis, el carcinoma hepatocelular (HCC) y la
insuficiencia hepatocelular. En nuestro medio, la infeccién por VHC es la primera causa de
hepatopatia crénica y por tanto constituye la causa mas frecuente de cirrosis hepética, he-
patocarcinoma y trasplante hepatico' 4.

Debido a la naturaleza asintomaética de la enfermedad, muchas personas infectadas no son
conscientes de su infeccién y, para aquellos diagnosticados en entornos diversos el acceso al
tratamiento sigue siendo deficiente '®'7. Mejorar el acceso al cribado del VHC es uno de los
objetivos mas importantes tanto para aumentar el nUmero de personas diagnosticadas con
el VHC como para mejorar la comprension de la distribucion de la infeccion por VHC en la
poblacion general y en los grupos de mayor riesgo.

La prevalencia del VHC vy la distribucién de genotipos varian considerablemente, dependien-
do de la regiéon geogréfica y la poblacion estudiada (Figura 2).
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Figura 2. Distribucion global de los genotipos VHC. Imagen adaptada de WHO Guidelines for screening
care and treatment of persons with hepatitis C infection ®.

Entre los grupos de riesgo asociados a la infeccién por VHC se encuentran los usuarios de
drogas por via parenteral o intranasal, los receptores de productos sanguineos (especial-
mente antes del afio 1990, cuando aun no se habia identificado el VHC), hijos de madres
infectadas por VHC, personas infectadas por VIH y parejas sexuales de personas infectadas
por VHC '8, especialmente hombres que practican sexo con hombres.

El VHC provoca tanto hepatitis aguda como crénica. La eliminacion espontanea (en ausencia
de tratamiento) de la infeccidon aguda por el VHC se produce dentro de los seis meses de la
infeccion en el 15-45% de los individuos infectados. El 55-85% restante desarrollard una in-
feccién crénica por el VHC. Los anticuerpos anti-VHC se desarrollan a las pocas semanas de
una infecciéon aguda y persisten durante toda la vida. En las personas que tienen anticuerpos
anti-VHC, es necesario determinar la presencia de ARN del VHC (que detecta la presencia del
virus) para confirmar el diagnostico de la infeccion por VHC cronica 812,

En ausencia de tratamiento, la infeccion crénica por el VHC puede causar cirrosis hepatica,
insuficiencia hepatica y carcinoma hepatocelular (Figura 3). La velocidad de progresion
de una hepatitis crénica C a cirrosis es variable y depende del grado de lesiéon hepética
en el momento del diagndstico 2° asi como de la existencia o no de otros cofactores tales
como la ingesta de alcohol ?', la sobrecarga férrica 22, la esteatosis 2* o la coinfeccion por
otros virus 24-27. Diversos estudios han estimado que en los pacientes con infeccién
croénica por el VHC, el riesgo de desarrollar cirrosis hepatica se sitla en torno a 15-30%
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en aproximadamente 20 anos?¥?°. Sin embargo, debido a la lenta progresion
de la enfermedad, para obtener datos fiables de la tasa de progresion del dafno
hepéatico durante la infeccion por VHC, es preciso disponer de amplias cohortes
de pacientes monitorizados durante un largo periodo de tiempo 3°.

La cirrosis se caracteriza histolégicamente por nddulos de regeneracion difusos
rodeados de septos fibrosos densos con la consecuente extincién del parénqui-
ma hepatico y colapso de las estructuras hepaticas, o que a su vez provoca una
gran distorsion de la arquitectura hepatica vascular 3'. Esta distorsiéon causa un
aumento de la resistencia del flujo portal y, por tanto, hipertensién portal y dis-
funcién de la sintesis hepatica 8. Los episodios de descompensacién de la cirrosis
(ascitis, hemorragia por varices, encefalopatia hepatica) ocurren en contexto de
hipertension portal clinicamente significativa (gradiente presién portal =10mmHg)
y con una tasa anual del 5-7% 3233, Actualmente la cirrosis no se considera una
enfermedad terminal sino un proceso dinamico en el que se han descrito hasta 4
estadios con claras diferencias en cuanto a la supervivencia del paciente. El estadio
1 (compensado sin varices esofagicas) presenta una mortalidad estimada de 1%
por aio mientras que los estadios 2 (compensado con varices), 3 (descompensado
con ascitis) y 4 (descompensado con hemorragia gastrointestinal) presentan una
tasa de mortalidad anual del 4%, 20% y 57% respectivamente. El desarrollo de
descompensacion, por tanto, supone una disminucién de la supervivencia media-
na de los pacientes con cirrosis a los dos afios del 85% al 50% 3*. En el caso del
hepatocarcinoma (HCC), el riesgo de desarrollo de HCC en personas con cirrosis
se sitUia en torno a aproximadamente 2-4% por afio *>3¢. Debido a este incremento
del riesgo de HCC, se recomienda el cribado semestral mediante ecografia abdo-
minal a todos los pacientes con cirrosis 7.

oo Fibrosis I O Cirrosis i
crénica leve rEEaEn (15-30%c)

pensada

Carcinoma
Hepatocelular
(2-4%/afio)

Resolucién
espontanea

Figura 3. Esquema de la Historia Natural de la infeccion crénica por VHC.

1.1.3 Manifestaciones
extrahepaticas asociadas al VHC:
Crioglobulinemia Mixta

En algunas series, hasta dos tercios de los pacientes con infeccion crénica por
VHC pueden presentar también manifestaciones extrahepaticas=®8. Algunas de es-
tas condiciones han sido ampliamente descritas y estudiadas mientras que otras
son relativamente infrecuentes en el transcurso de la enfermedad, aunque algunas
implican una importante morbi-mortalidad (Tabla 1).

Manifestaciones inmuno-mediadas Crioglobulinemia Mixta

Linfoma no-Hodgkin células B

Sindrome seco

Poliarteritis Nodosa

Gammapatia Monoclonal

Trombocitopenia Inmune

Manifestaciones inflamatorias Diabetes Mellitus tipo 2
Afectacién cardiovascular
Fatiga
Alteraciones cognitivas
Depresion
Fibromialgia

Tabla 1. Manifestaciones extrahepaticas asociadas a a infeccion crénica por VHC.

La Crioglobulinemia Mixta (CM) es una de las manifestaciones extrahepaticas del
VHC mejor descritas. Se caracteriza por la presencia de inmunocomplejos llamados
crioglobulinas que precipitan a temperaturas bajas (<37°C). Las crioglobulinas pre-
sentan un componente IgG policlonal asociado a un componente IgM monoclonal
(CM tipo II) o policlonal (CM tipo Ill) (Figura 4) y actividad del factor reumatoide
(FR)*. La cuantificacién de la crioglobulinemia y otros marcadores subrogados de
actividad como la fraccién del complemento C4, el complemento hemolitico 50
(CH50) y el factor reumatoideo (FR) permiten evaluar la actividad de la enferme-
dad de forma dindmica.

1
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Monocional lg Monodonal igM+polydonal igG Polydional lgM+polycional IgG

Figura 4. Tipos de Crioglobulinemia mixta. Adaptado de Ramos-Casals et al. Lancet 2012 %

El descubrimiento del virus de la hepatitis C en 1989 permitié acufar el término
de “Crioglobulinemia Mixta asociada al VHC". En la mayoria de los estudios hasta
un 25-30% de los pacientes VHC presentan crioglobulinemia mixta (predominan-
temente la CM tipo Il) siendo el Mediterrdneo una de las zonas geograficas con
mayor prevalencia. Algunos estudios han asociado la presencia de CM a la dura-
cion de la infeccién por VHC estimando la incidencia anual de crioglobulinemia
en un 3% 4.

A pesar de la gran prevalencia de CM en pacientes con VHC, menos de un 15%
de pacientes desarrolla manifestaciones clinicas. La CM sintomatica es conocida
como Vasculitis Crioglobulinémica (VC), una vasculitis de pequefio vaso de afec-
tacién principalmente cutanea, articular, renal y del sistema nervioso periférico.
De hecho, la infeccién crénica por VHC es la causa de la VC hasta en un 80%
de los casos #2.

Se han descrito varios factores que predisponen al desarrollo de VC en los pacien-
tes VHC. La interaccion entre el virus y los linfocitos modula de forma directa la
funcién de las células B y T provocando una activacion y expansion policlonal de
células B productoras de IgM con actividad FR. Se sabe que presencia de algunos

HLA se ha asociado al desarrollo de VC, no obstante, no se han identificado aun
los factores virolégicos especificos implicados en el desarrollo de la VC .

Se cree que el VHC, con independencia de la presencia de crioglobulinas, presenta
cierto linfotropismo. La proteina E2 de la envuelta interacciona con CD81, una
molécula de sefializacion que expresan tanto hepatocitos como linfocitos By T, por
lo que esta interaccién podria ser la responsable de la activacion de las células B 44,

La expresion clinica de la VC es variable, desde la presencia de sintomatologia
leve hasta complicaciones que pueden poner en peligro la vida del paciente. La
presentacion clinica mas frecuente es la presencia de purpura, artralgia y astenia
(triada de Meltzer*), que se ha reportado hasta en un 80% de los pacientes en
el debut de la enfermedad. El érgano diana afecto con maés frecuencia es la piel.
Entre las manifestaciones cutaneas se encuentran la purpura palpable, la presencia
de Ulceras, el fenédmeno de Raynaud o la acrocianosis. No obstante, la presencia de
purpura cutanea es la manifestaciéon mas caracteristica de la vasculitis crioglobuli-
némica (54-82%) “° cuya presentacion tipica consiste en la presencia de multiples
lesiones petequiales en las extremidades inferiores.

La afectacién articular consiste principalmente en dolor articular de manos, rodi-
llas y mufiecas sin signos de inflamacién (44-71%). Se ha reportado la presencia
de artritis en menos de un 10% de los pacientes. Mas de un 50% presentan
debilidad y fatiga. Por este motivo es relevante descartar la presencia concomi-
tante de fibromialgia u otros procesos endocrinos, relativamente frecuentes en
pacientes crioglobulinémicos. La afectacién renal se caracteriza por la presencia
de una glomerulonefritis membranoproliferativa tipo | con proteinuria, hematuria
microscépica y diferentes grados de insufiencia renal. Aproximadamente un 20%
de los pacientes con crioglobulinemia presentan nefropatia en el momento del
diagnéstico y hasta un 30% presentan complicaciones renales durante el curso de
la enfermedad. Entre un 17-60% de los pacientes con crioglobulinemia presen-
tan también neuropatia periférica. La manifestacion neuroldgica mas frecuente
es la polineuropatia sensitiva distal o sensitivo-motora con parestesias asimétricas
y dolorosas aunque en ocasiones puede presentarse en forma de mononeuritis
multiple*®#6. Otras manifestaciones clinicas menos frecuentes son la afectacion
intestinal (2-6%) o pulmonar (<5%). En los pacientes con VC, la edad avanzada y
la afectacion renal e intestinal, se han asociado a un peor pronoéstico de la enfer-
medad con una supervivencia a 5 afos del 50-90% “3.

En 2012, se definio el documento de consenso de Chapel-Hill para el diagnés-
tico de vasculitis #’. El diagnéstico de vasculitis crioglobulinémica asociada al
VHC se apoya en la presencia de datos clinicos, de laboratorio e histopatolo-
gicos (Tabla 2). La presencia de crioglobulinas circulantes en suero es funda-

13
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mental para el diagnoéstico, de hecho, la cuantificacion del criocrito se puede
asociar con la severidad de los sintomas y se usa para monitorizar la respuesta
al tratamiento.

Hallazgos Clinicos Laboratorio Histologia

Purpura cutanea Crioglobulinas circulantes Vasculitis leucocitoclastica

Ulceras necréticas Fraccion C4 o CH50 baja Glomerulonefritis
membrano-proliferativa

Glomerulonefritis Factor Reumatoideo Vasculitis endoneural

positivo

Neuropatia periférica Gammapatia monoclonal Trombos hialinos en
capilares

Artritis no erosiva Vasculitis necrotizante de

pequefio-mediano vaso

Acrocianosis

Fenémeno de Raynaud

Tabla 2. Hallazgos que apoyan el diagnéstico de vasculitis crioglobulinémica, adaptado de
Ramos-Casals et al. Lancet 20124

La puntuacion BVAS.v3 (Birmingham Vasculitis Score version 3) es un indice
clinico que refleja la actividad de las vasculitis de forma genérica. El resultado
final corresponde a la suma ponderada de la afectacion en diferentes grupos
de 6rganos (Figura 5). Es un sistema de puntuacién que se correlaciona bien
con la evaluacién global de la actividad de la enfermedad y es sensible al cam-
bio ya que incluye la presencia de “remisién” o de “reactivaciéon” #. Por este
motivo se considera una herramienta Util para evaluar el papel de las terapias
inmunomoduladoras en pacientes con VC asociada a VHC, fundamentalmente
inelegibles o no respondedores al tratamiento antiviral convencional. Sin em-
bargo, existen pocos datos en la literatura sobre el papel del BVAS antes y tras
la terapia antiviral con antivirales directos.
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Figura 5. Parametros clinicos evaluados en el Birmingham Vasculitis Score version 3.
http://www.canvasc.ca/pdf/bvasv3.pdf

Por su relevancia clinica, conviene destacar también la asociacién entre el VHC,
la VC y el desarrollo de enfermedades linfoproliferativas de células B. Varios
metanalisis han reportado una alta prevalencia de infecciéon por VHC en pa-
cientes con linfoma no Hodgkin tipo B (B-LNH)*°. De hecho, aunque inicialmen-
te se trata de un trastorno benigno, la VC es un trastorno linfoproliferativo que
puede predisponer al desarrollo de linfoma hasta en un 5-10% de casos. Se ha
descrito que los pacientes con VC presentan un riesgo de LNH 35 veces mayor
gue la poblacién general *°->2. Asimismo, diversos estudios han detectado que
la erradicacion del virus se asocia a una disminucion de la incidencia de linfoma
y, por otro lado, la adquisicion de respuesta virolégica puede anticipar incluso
la remision del proceso linfoproliferativo 354,

La estrecha asociacion entre el VHC y la VC ha promovido que la combinacién
del tratamiento inmunomodulador y antiviral, sea una pieza clave en la historia
natural de estos pacientes. La mayor parte de las manifestaciones clinicas en los
pacientes con VC mejoran tras el aclaramiento viral inducido por el tratamiento.
Sin embargo, en caso de reaparicion de la carga viral tras el tratamiento, las ma-
nifestaciones de la VC volvian a aparecer *2. Un estudio demostrd que, en algunos
casos, la persistencia de la MC a pesar de la adquisicién de respuesta virologica se
asociaba a la presencia oculta de un linfoma de células B .
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Ademas del tratamiento antiviral, el tratamiento inmunomodulador se usa prin-
cipalmente en aquellos casos de VC con afectacion grave del 6rgano diana. Los
glucocorticoides se consideran esenciales cuando existe una afectacion organica
grave; no obstante, su uso esta limitado por la importante tasa de efectos secun-
darios. En este contexto, una vez logrado el control o remision de la enfermedad,
se recomienda reducir la dosis al minimo o incluso eliminarlos al introducir otros
farmacos inmunosupresores. Curiosamente, ni los glucocorticoides ni otros inmu-
nosupresores como la azatioprina, la ciclofosfamida, el micofenolato mofetilo o los
recambios plasmaticos, han sido evaluados en ensayos clinicos sino que su uso se
ha extendido en base a su eficacia en otros tipos de vasculitis 4.

En este contexto, la combinacion de rituximab como tratamiento modulador de
linfocitos B, en asociacion con el tratamiento antiviral, obtuvo tasas de remision
clinica y virolégica mayores que el tratamiento antiviral en monoterapia 6. Ade-
mas, en pacientes refractarios o intolerantes al tratamiento antiviral, 2 ensayos
clinicos demostraron que el tratamiento con rituximab lograba mayor tasa de re-
mision de la enfermedad en comparacion a otros farmacos inmunosupresores -8,
Por este motivo, el rituximab se considera actualmente el tratamiento de eleccion
en situaciones refractarias o graves, teniendo en cuenta que su eficacia mejora al
combinarlo con el tratamiento antiviral.

Por todo ello resulta evidente que la llegada de los nuevos antivirales de accién
directa usados en combinaciones libres de interferén, con su mejor perfil de efi-
cacia y seguridad, anticipan un hito en la historia natural de estos pacientes. No
obstante, hasta la fecha no existen suficientes datos de seguridad en esta pobla-
cion. Asimismo, el impacto clinico e inmunolégico del aclaramiento del virus con
los nuevos antivirales directos en los pacientes con VC no ha sido auin establecido.

1.2 Fibrosis Hepatica

1.2.1 Proceso de fibrogénesis
hepatica

Las enfermedades crénicas del higado, independientemente de su etiologia, pro-
ducen una acumulaciéon progresiva de fibra coldgena en el parénquima hepético.
En condiciones normales, el parénquima hepatico estd formado por una matriz
extracelular (MEC) de tejido coldgeno sobre la que se asientan las células paren-
quimatosas (hepatocitos y colangiocitos) asi como otras células no parenquima-
tosas (células estrelladas hepaticas, células endoteliales y células de Kupffer) >0,

Tras un dafio agudo, incluso tras una destrucciéon parenquimatosa considerable,
el higado tiene capacidad de restablecer su arquitectura original en un intervalo
relativamente corto de tiempo. No obstante, un dafno crénico hepatico indepen-
dientemente de la etiologia, induce un dafio tisular repetitivo que a su vez pro-
voca una alteracion de la capacidad regenerativa del higado. Durante la infeccion
crénica por VHC existe un dafo inflamatorio crénico que produce una alteracion
en la regulacion de los procesos de sintesis y degradaciéon de la MEC que a su
vez genera la aparicion de fibrosis hepatica . La MEC fisioldgica se transforma
en una MEC cicatricial, constituida principalmente por colageno fibrilar tipo | y
tipo lll, proteoglicanos, fibronectina y acido hialurénico. El coldgeno tipo | es el
principal constituyente de la MEC cicatricial en el higado fibrético. Los principales
sistemas reguladores de la degradaciéon de la MEC son las metaloproteasas, que
son reguladas a su vez por sus inhibidores tisulares conocidos como TIMP (tissular
inhibitor metalloprotease) 9-¢'. El cambio en la constitucion de la MEC no sélo
tiene consecuencias fisicas y mecanicas, como se describe méas adelante, sino que
también contribuye a la modulacion de funciones celulares como el crecimiento,
la migraciéon y la expresion de genes.

Sin duda, otro de los principales actores del proceso de fibrogénesis hepética son
las células hepaticas estrelladas (Figura 6). Las células estrelladas se han postulado
como los moduladores principales de la inflamacién hepética y de la inmunidad
y no solo como objetivos pasivos de citocinas inflamatorias 2. Dichas células pro-
ducen grandes cantidades de componentes de la MEC como coldgeno y proteo-
glicanos y ademas presentan la capacidad de inhibir la fibrindlisis mediante la
produccién de TIMP. Las células hepaticas estrelladas activadas adquieren un feno-
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tipo contractil, altamente proliferativo y profibrogénico que se perpetuard hasta
la desaparicion del estimulo inflamatorio. Hasta la fecha se han descrito una serie
de citocinas y sus receptores afines que realizan la doble funcién de incentivar la
fibrogénesis asi como de promover la interaccion con células inflamatorias para
modificar la respuesta inmune durante la lesién hepatica ©°.

A medida que avanza la fibrosis, las bandas de colageno tipicas de la etapa final
de la cirrosis contienen un gran numero de células estrelladas activadas cuya ca-
pacidad contractil les permite responder a estimulos vasoactivos y provocar se-
cundariamente la vasoconstricciéon del endotelio. La sustitucion de la poblacién
normal de la MEC por material cicatricial y la pérdida gradual de la morfologia
hepéatica provocan un aumento de la resistencia al flujo sanguineo portal a través
del higado que a la larga sienta las bases para el desarrollo de hipertension portal
en la cirrosis 8354,
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1.2.2 Evaluacion de la fibrosis
hepatica: Métodos directos

La evaluacién de la fibrosis hepatica es un paso clave para el manejo de los pa-
cientes con enfermedad hepética crénica, ya que las complicaciones ocurren fun-
damentalmente en pacientes con estadios avanzados de fibrosis. La presencia de
hipertensién portal, la descompensacion clinica y la aparicion de hepatocarcinoma
se asocian a una menor supervivencia, por lo que identificar de forma temprana
a los pacientes con mayor riesgo permite tomar decisiones en cuanto al manejo
de los pacientes. La evaluacién del grado de fibrosis hepatica mediante el analisis
histolégico de una muestra de tejido hepatico (biopsia hepatica) sigue siendo el
método de referencia para cuantificar la fibrosis ¢°.

Diferentes clasificaciones anatomo-patoldgicas permiten clasificar la gravedad de
una hepatopatia en funcién del grado de actividad necroinflamatoria (ANI) y del
estadio de fibrosis. Entre las diferentes clasificaciones, las mas utilizadas son el sis-
tema METAVIR ¢, la clasificaciéon de Ishak ¢, la de Knodell 8 o la de Scheuer ®°. En
el ambito de la infeccion crénica por VHC la escala mas usada es la METAVIR que
clasifica 5 estadios de fibrosis (del 0 al 4) basados en los cambios de la arquitectura
normal secundarios al depdsito de fibra (Figura 7).

Figura 6. Contribucién de las células estrelladas activadas y otros tipos de células fibrogéni-
cas a la fibrosis hepatica. Adaptado de Friedman SL et al. Gastroenterology 2008 ¢

Fibrosis:

F1 F2 F3 Fa

Figura 7. Diferentes estadios de fibrosis basados en la escala METAVIR. Fibrosis 0-1: ausencia
de fibrosis o expansion fibrosa portal. F2: fibrosis periportal. F3: puentes o septos de fibrosis
entre los espacios porta. F4: formacién de nédulos de cirrosis. Imagen adaptada de Faria SC,
MR Imaging of Liver Fibrosis: Current State of the Art. Radiographics. 2009 Oct,29(6):1615-35
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Sin embargo, entre los principales inconvenientes de la biopsia hepéatica se en-
cuentra su invasividad, por lo que su realizacién no esta exenta de posibles efectos
adversos, especialmente en pacientes con alteracion de la coagulacién 7°. Este
hecho ha motivado que no se considere una técnica adecuada para monitorizar
de forma dindmica el proceso de fibrosis (evaluaciones repetidas a lo largo del
tiempo). Ademas, la fiabilidad de la biopsia para graduar la fibrosis es limitada.
La muestra de tejido hepético representa sélo una pequeia parte del higado por
lo que la biopsia puede sobre/infra-estimar el grado de fibrosis dado que la distri-
bucién de la fibra puede ser heterogénea en el parénquima hepatico '. Ademas,
se requiere ingreso hospitalario, un correcto procesado de la muestra asi como de
un observador experimentado para su idénea interpretacion, lo que incrementa
su coste 772,

Las limitaciones de la biopsia y la necesidad de una evaluacion periddica de la en-
fermedad hepéatica, dado que la fibrosis es un proceso dindmico, han impulsado la
blsqueda de alternativas no invasivas para evaluar el grado de fibrosis hepética.

1.2.3 Evaluacion de la fibrosis
hepatica: Métodos indirectos

. Marcadores séricos no invasivos

Se han identificado marcadores serolégicos implicados directa o indirectamente
en el proceso de fibrosis hepéatica cuya capacidad diagndstica viene definida por
su correlacion con la biopsia hepatica (método de referencia). Existen dos grandes
grupos de marcadores séricos, directos e indirectos.

Los marcadores directos, a diferencia de los indirectos, miden valores sanguineos
de productos de la sintesis o degradacion de la matriz extracelular como el cola-
geno, acido hialurénico o metaloproteasas. Tienen la ventaja de ser mas sensibles
pero presentan menor especificidad ya que pueden aumentar en procesos fibro-
génicos de otros érganos 73.

El Fibrotest® (macroglobulina alfa 2, la globulina alfa 2 (o haptoglobina), gammag-
lobulina, apolipoproteina A1, gamma glutamil y bilirrubina total) fue uno de los
primeros algoritmos descrito 74. Otro marcador sérico directo es el European Liver
Fibrosis (ELF), que combina la edad con la medicion del péptido amino-terminal

del procolageno tipo IIl (PIINP), el &cido hialurénico (HA) y el inhibidor tisular de
la metaloproteasa de matriz tipo 1 (TIMP-1)7>. La limitacion fundamental de estos
marcadores es su elevado coste, algunos son férmulas patentadas, lo que limita su
aplicabilidad en la practica clinica.

Entre los marcadores indirectos se encuentran combinaciones de variables analiti-
cas usadas en la practica clinica diaria (transaminasas, plaquetas, colesterol) aso-
ciadas con la existencia de fibrosis: los méas frecuentemente utilizados son el indice
APRI (AST y plaquetas) 76, FIB-4 (plaquetas, edad, AST y ALT) 77 e indice de Forns
(edad, GGT, plagquetas y colesterol) 78.

Il. Elastografia Hepatica

Las caracteristicas propias de la elastografia hepéatica como técnica no invasiva,
facil, rapida, reproducible y fiable, la han convertido en la herramienta mas usada
para evaluar y monitorizar el grado de fibrosis en los pacientes con infecciéon cro-
nica por VHC 7°. La elastografia hepética se basa en una técnica de ultrasonidos
que permite medir la velocidad a la que se propaga una onda elastica a través del
tejido hepatico ® generando una imagen correspondiente a la onda elastica con
un valor de rigidez hepatica medida en kilopascales. La onda mecanica que se pro-
paga dentro del higado evalta un volumen de parénquima mayor que la biopsia.

Las ventajas de la elastografia de transicién (ET) o Fibroscan® son claras: rapida,
indolora, reproducible y permite facilmente la evaluaciéon dinamica de la fibrosis
durante la evolucién de la enfermedad. No obstante, entre sus limitaciones des-
taca la imposibilidad de medicion en caso de ascitis y la dificultad técnica en caso
de pacientes con espacios intercostales estrechos u obesos. En estos pacientes se
pueden obtener registros anémalos o ausencia de registros a pesar de realizar mul-
tiples mediciones. De hecho, la tasa de fallo en la obtencion de medidas validas
oscila entre 2.4% y 9.4% en diferentes estudios, siendo el indice de masa corporal
el factor independiente mas influyente 8. Esta limitacion ha sido parcialmente su-
perada con el desarrollo de sondas especiales para pacientes con indices de masa
corporal elevados (sondas XL) . Por el contrario, la presencia de transaminasas
elevadas, de colestasis o de congestion, puede sobrestimar el valor de la elasto-
grafia 8283

Por todo ello se concluye que la interpretacién clinica de los resultados de la ET
debe ser critica y realizada por un experto con conocimiento de los datos demo-
graficos del paciente, etiologia de la enfermedad y los pardmetros de laboratorio.
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Evaluaciéon del grado de fibrosis mediante ET en la infeccién crénica por VHC

El primer paso en la evaluacion de la utilidad de una herramienta para medir la
fibrosis hepatica es su validacion (sensibilidad, especificidad y valores predictivos)
frente al estandar clinico, en este caso la biopsia hepética. La eficacia de una prue-
ba se expresa como el drea bajo la curva ROC (AUROC) que traza la sensibilidad
mas 1 —especificidad siendo la prueba perfecta aquella cuya AUROC se acerque
al 1.0.

Diferentes estudios prospectivos han evaluado la utilidad de la elastografia de
transicion en los pacientes con infeccién crénica por VHC mostrando que los valo-
res de elasticidad hepatica se correlacionaban con la escala METAVIR. El 4rea bajo
la curva para fibrosis significativa (=F2) oscila entre 0.79-0.83 y se han establecido
diferentes puntos de corte para identificar cada estadio de fibrosis (Tabla 3).

Autor Afho Pacientes | F2 (kPa) |F4 (kPa) | S (%) F2/F4 | E (%) F2/F4
Castera 2005 183 7.1 12.5 67/87 89/91
Ziol 2005 251 8.6 14.6 56/86 91/96
Arena 2008 150 7.8 14.8 83/94 82/92
Lupsor 2008 324 7.4 11.9 76/87 84/91
Degos 2010 913 5.2 12.9 90/72 32/89
Zarski 2012 382 5.2 12.9 97177 35/90

Tabla 3. Rendimiento diagnéstico de la elastografia de transiciéon para determinar la presen-
cia de fibrosis =F2 o =F4 en diferentes estudios en pacientes con infeccién crénica por VHC.
(S: Sensibilidad, E: especificidad). Adaptado de Castera L et al. Gastroenterology 20127

En los pacientes con hepatitis cronica C, los valores de rigidez hepatica superiores
a 6.8-7.6 kPa indican una alta probabilidad de fibrosis significativa (F = 2) en la
biopsia. Los valores de corte para la prediccion de la cirrosis (F = 4) oscilan entre
11.0 y 14 kPa. Es importante remarcar que a pesar de que las AUROC son altas,
existe cierto solapamiento entre estadios de fibrosis adyacentes, particularmente
en los estadios mas leves 7. No obstante, la ET es una técnica adecuada para di-
ferenciar claramente ausencia de fibrosis o fibrosis leve de fibrosis significativa y
cirrosis, siendo esta diferenciacion la mas relevante desde un punto de vista clinico
para la toma de decisiones en cuanto el manejo y tratamiento del paciente.

lll. Otros

Actualmente se han desarrollado otras técnicas de imagen basadas en la elastici-
dad, que incluyen el ARFI (Acoustic Radiation Force Impulse Imaging) y la resonan-
cia magnética (RM) basada en elastografia.

El ARFI mide una regiéon mas pequefia que la ET (10-mm de largo y 6 mm de an-
cho), pero esta regiéon puede ser escogida por el operador mediante visualizacion
directa por ecografia. Asi pues, la principal ventaja de ARFl es que puede ser fa-
cilmente implementado en una maquina de ultrasonido. Sin embargo, los valores
de ARFI, en contraste con los valores de TE, tienen un rango estrecho (0.5-4.4 m/
seg) lo cual limita las definiciones de los puntos de corte y por tanto, la toma de
decisiones en el manejo de los pacientes 8.

La elastografia RM utiliza un método de contraste que proporciona una imagen
acorde a las caracteristicas de elasticidad hepatica que se cuantifica en kilopasca-
les. Entre las ventajas tedricas de la elastografia RM se encuentran su capacidad
para analizar casi todo el higado y su aplicabilidad a pacientes con obesidad o
ascitis. No obstante, es una técnica que no se puede realizar en los higados de
pacientes con sobrecarga de hierro por interferencia técnica, es costosa y su reali-
zacién y aprendizaje requieren tiempo 8.
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1.3 Hipertension Portal

1.3.1 Definicion y estimacion

La hipertensién portal se define como la existencia de un incremento patolégico
de la presidn en el territorio venoso esplacnico, que a su vez determina un aumen-
to del gradiente porto-cava por encima de su valor normal (5 mmHg). El método
de referencia para evaluar el grado de presién portal es el gradiente de presion
venosa hepéatica o GPVH. El GPVH se corresponde con la diferencia entre la presién
suprahepatica enclavada (PSHE) y la presion suprahepatica libre (PSHL), represen-
tativas de la presion de la porta y de la cava, respectivamente 3.

La evaluacién del GPVH se realiza mediante cateterismo de las venas suprahepati-

cas. Tras la oclusion de la vena suprahepética, se crea una columna de sangre que
transmite la presion del territorio vascular precedente, en este caso del territorio
sinusoidal. Este valor se corresponde con la PSHE y a su vez, con la presion de la
vena porta. El correcto enclavamiento del catéter es fundamental para obtener
una medicion fiable y debe verificarse siempre que existan variaciones importantes
entre las estimaciones. Otras consideraciones para asegurar que el procedimiento
es de calidad es descartar la presencia de fistulas venosas, estenosis o confluencias
de venas hepaticas distales a la punta del catéter, asi como confirmar la buena
oclusién al inflar el balén®e.

1.3.2 Implicaciones clinicas

La presencia de hipertension portal, y no la disfuncién hepatica per se, es la causa
de la mayoria de las complicaciones de la cirrosis y de la tasa de mortalidad asocia-
da. Existe una estrecha relacion entre el GPVH y la aparicion de las complicaciones
caracteristicas de la hipertensién portal &,

De hecho, en una cohorte de pacientes compensados sin varices, el GPVH fue el
predictor mas sélido de descompensacion clinica ya que aquellos sujetos con valo-
res inferiores a 10 mmHg tuvieron un 90% de probabilidades de no descompen-
sarse en un periodo de 4 afos, mientras que en los que presentaban un gradiente
>10 mmHg, la incidencia fue 6 veces mayor . Asimismo, el grado de hipertension
portal se relaciona directamente con el riesgo de desarrollo y hemorragia por vari-
ces. Diversos estudios han demostrado que un HVPG superior a 10mmHg (Hiper-

tension portal clinicamente significativa [CSPH, en inglés Clinical Significant Portal
Hypertension]) es un factor de riesgo para el desarrollo de varices. En los pacientes
cirréticos sin varices el riesgo de desarrollarlas es de un 5% anual si el GPVH es
<10mmHg y del 10% anual si es =10mmHg #.

Asimismo, un gradiente de presion venosa hepatica de > 12 mmHg supone mayor
riesgo de hemorragia por varices . Los pacientes con cirrosis y varices presentan
una incidencia media anual de hemorragia por varices que oscila entre el 5y 15%,
estimandose un riesgo de hemorragia a los 2 afos del 10% en los pacientes con
varices de pequefio tamafno y superior al 30% en los pacientes con varices de gran
tamafio ¥.

Por otra parte, una reduccién del GPVH =20% respecto el valor basal disminuye
significativamente el riesgo de recidiva hemorragica®®2. Por este motivo, la re-
duccion del GPVH en mas del 20% respecto el valor basal o por debajo de 10-12
mmHg se considera el objetivo terapéutico en el tratamiento de la hipertension
portal. Varios estudios longitudinales han demostrado que si el GPVH se reduce
por debajo de 12mmHg el riesgo de hemorragia y de recidiva hemorragica por
varices es menor y las varices disminuyen de tamafio pudiendo incluso desaparecer
(<10 mmHg) 2793,

La prevalencia de CSPH en pacientes con cirrosis es muy elevada, del 100% en
pacientes con enfermedad descompensada, superior al 70% en los pacientes
con enfermedad compensada (con o sin varices esofagicas), y del 50% en los
pacientes con enfermedad compensada y sin varices 4. En estos Ultimos la pre-
sencia de CSPH es un importante factor pronéstico, ya que predice de forma
independiente el desarrollo de varices®’, el desarrollo de primera descompen-
sacion de la cirrosis® y la aparicion de hepatocarcinoma ®. Por lo tanto, iden-
tificar los pacientes con CSPH en la fase compensada de la cirrosis permite una
mejor estratificacion del prondstico.

1.3.3 Marcadores no invasivos de
Hipertension Portal

Hasta la fecha no se ha descrito ningun signo clinico o pardmetro de laboratorio
suficientemente sensible y especifico para el diagnéstico no invasivo de la pre-
sencia de varices o de CSPH. Entre los parametros clinicos destaca la presencia de
plaguetopenia o esplenomegalia o la combinaciéon de ambos (plaquetas/didmetro
esplénico), sin embargo, su valor predictivo dista mucho de ser ideal. Diversos
estudios han mostrado que el grado de rigidez hepatica medido mediante elasto-
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grafia de transicion (ET) se relaciona con el GPVH. Varios estudios han demostrado
una buena correlacion entre ambas técnicas en pacientes compensados con valo-
res de GPVH inferiores a 12mmHg °6°7. Sin embargo, en pacientes con HVPG >12
mmHg y en pacientes descompensados la correlacién no fue tan buena. Una de
las posibles explicaciones es que en contexto de hipertension portal clinicamente
significativa no sélo existe un incremento de fibrosis sino también un aumento del
flujo circulatorio que pueda alterar los valores de ET. El mejor punto de corte de ET
para identificar un HVPG=10mmHg (CSPH) fue 13.6 kPa en el estudio de Vizutti
96 y 21 kPa en el estudio de Bureau ?’. Ademas del valor pronéstico, una de las
aplicaciones practicas de estos puntos de corte seria clasificar aquellos pacientes
con cirrosis y HCC tributarios de cirugia en ausencia de CSPH. El estudio de Llop
y colaboradores * observd una moderada correlacion entre ET y HVPG en una
cohorte de %7 pacientes con cirrosis y HCC potencialmente resecable (r = 0,552,
p <0,001). Al evaluar la utilidad de los 2 puntos de corte descritos previamente
para excluir CSPH, los valores <13.6 kPa tenian una alta sensibilidad (91%), pero
baja especificidad (57 %) mientras que los valores de ET> 21 kPa presentaban una
baja sensibilidad (53%) y una alta especificidad (91%). Como hallazgo destacable,
hasta un 35% de los pacientes se encontraban en una “zona gris” con valores de
ET entre 13.6 y 21 kPa por lo que no se podian clasificar en ninguno de los grupos
siendo indispensable la medicion de HVPG.

La elastografia también se ha evaluado para la prediccion de la presencia de vari-
ces®09799 Estos estudios han propuesto puntos de corte dptimos para el diagnéstico
de varices entre 13.9y 21.1 KPa. No obstante, dado que el punto de corte con mayor
sensibilidad (13.9 kPa) se superpone con el punto de corte para predecir la presencia
de cirrosis, la validez de la ET para descartar la presencia de varices es limitada.

1.4 Tratamiento antiviral en

la hepatitis crénica C

1.4.1 Generalidades

El objetivo principal de la terapia antiviral es curar la infecciéon por VHC. Una res-
puesta viroldgica sostenida (RVS) se define como un ARN del VHC indetectable
12 semanas (RVS12) o 24 semanas (RVS24) después de la finalizacion del trata-
miento. Una vez adquirida la RVS, mas del 99% de los pacientes habran logrado
la curacion 0,

El campo de la hepatitis C ha vivido una revolucién con la llegada de los nue-
vos farmacos antivirales de acciéon directa (DAAs, en inglés Direct-acting Antiviral
Agents). Hasta el afio 2011, la combinacion de interferon pegilado (PeglFN) y
ribavirina durante 24 o 48 semanas era el tratamiento estandar de los pacientes
con infeccién crénica por VHC. Con este régimen, los pacientes infectados con el
genotipo 1 del VHC presentaban tasas de RVS de aproximadamente el 40%-50%
18, Los pacientes infectados con los genotipos del VHC 2, 3, 5, y 6 presentaban
tasas de RVS mas altas (alrededor de 80%), mientras que aquellos con el genotipo
del VHC 4 presentaban tasas de curacion intermedias.

En 2011, se autorizé el uso del telaprevir y boceprevir en pacientes con infeccion
por genotipo 1. Estos dos medicamentos fueron la primera generacion de DAAs,
cuya diana terapéutica es la proteasa NS3-4A del VHC por lo que se conocen como
inhibidores de proteasa (IP). Tanto telaprevir y boceprevir deben ser administrados
en combinacion con PeglFN-a y ribavirina (triple terapia). En los ensayos de fase Il
en pacientes genotipo 1y naive (sin tratamiento previo), los regimenes de terapia
triple lograron tasas de RVS més altas (65%-75%) que PeglFN-a y ribavirina 101-194,
Sin embargo, el perfil de efectos secundarios de estas terapias especialmente en
pacientes con fibrosis hepéatica avanzada, hace que actualmente no se recomiende
su uso, dado que existen otras opciones mas eficaces y mejor toleradas.

En el afio 2014 se aprobd el uso en Estados Unidos y Europa de tres nuevos DAAs.
Simeprevir, un IP con actividad contra los genotipos 1y 4 pero con mejor perfil
de seguridad y posologia mas sencilla que telaprevir y boceprevir, daclatasvir, un
inhibidor de la enzima NS5A con actividad pangenotipica y sofosbuvir, un analogo
nucledtido inhibidor de la polimerasa viral (IPol) NS5B también pangenotipico.
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Cada uno de estos tres DAAs se puede utilizar como un componente de un
triple régimen en combinaciéon con PeglFN-a y ribavirina, logrando tasas de RVS
entre un 60-100% en funcién del DAA utilizado, el genotipo del VHC, la pre-
sencia de mutantes resistentes preexistentes y de la gravedad de la enferme-
dad hepatica '%. A pesar de que estas combinaciones se toleran mejor que las
terapias triples con telaprevir o boceprevir, la presencia de efectos secundarios
asociados a PeglFN-a y a la ribavirina ha hecho que estas combinaciones no se
consideren primera linea.

En Europa, en el afio 2014, con tres DAAs aprobados, se comenzaron a usar com-
binaciones libres de IFN. Inicialmente la poblacién diana la formaban pacientes
con enfermedad hepéatica avanzada (fibrosis METAVIR F3 o F4 puntuacion) y en
muchos casos como parte de programas de acceso temprano. La mayor parte de
las combinaciones libres de interferén presentan atin hoy en dia un IPol analogo
de nucleétido (AN) como sofosbuvir como eje central.

La combinacién libre de IFN sofosbuvir y simeprevir, con o sin ribavirina, se utilizé
a partir de los resultados del estudio de Fase Il (COSMOS) en pacientes infectados
con el genotipo 1 en el que se logré una RVS en el 93-100% '%. Los ultimos datos
de practica clinica real preliminares de los EE.UU. han mostrado tasas de RVS lige-
ramente inferiores (~84%) a los del ensayo COSMOS en pacientes con infeccion
por genotipo 1'%, La combinacién de sofosbuvir y daclatasvir, con o sin ribavirina,
también ha sido ampliamente utilizada en pacientes con enfermedad hepética
avanzada en toda Europa, sobre la base de los resultados de un estudio de fase
Il en pacientes infectados por genotipo 1 con tasas de curacién entre el 95% vy
el 100% '°8. La combinacién de sofosbuvir y ribavirina esta indicada en pacientes
infectados con el genotipo 2 (12 semanas) o 3 (24 semanas), obteniéndose tasas
de RVS del orden del 80-95% ',

En el afio 2015 se aprobaron nuevas combinaciones de DAAs en Europa y EE.UU.,
la combinacién en dosis fija de sofosbuvir/ledipasvir (IPol NA/NS5A) y los combos
de paritaprevir/ritonavir + ombitasvir (IP+NS5A “2D") con dasabuvir (IP+NS5A+I-
Pol NNI “3D"). Estas combinaciones se han convertido en el tratamiento de prime-
ra linea de los pacientes con infeccién crénica VHC (Figura 8).

En los estudios ION se analizo la eficacia y seguridad de ledipasvir (LDV)/sofosbuvir
(SOF) con o sin ribavirina durante 12-24 semanas en mas de 200 pacientes en
cada rama de tratamiento "'%'"2, En pacientes naive las tasas de RVS se situaron
entre el 97-100% sin diferencias entre el subtipo del virus (1a o 1b) o la presencia
de cirrosis. En pacientes con fracaso previo a un tratamiento basado en interferén
(incluyendo triple terapia), la tasa de RVS oscild entre el 94-99%. Un estudio re-
copilé los datos de mas de 500 pacientes con cirrosis tratados con LDV/SOF con o

sin RBV durante 12 0 24 semanas obteniendo una tasa de RVS del 96% sin que la
duracién del tratamiento modificara la tasa de RVS '3,

En los estudios de fase Ill que evaluaron la combinaciéon 3D con o sin RBV en mas
de 1100 pacientes sin cirrosis se objetivé una cifra global de RVS del 96-99% sin
que hubiera diferencias entre las ramas con o sin RBV en pacientes gentotipo 1b.
No obstante, en pacientes G1a, los valores fueron menores por lo que la recomen-
dacion es usar esta combinacién con ribavirina 4. En un estudio en mas de 300
pacientes con cirrosis, naives o pre-tratados, la tasa global de RVS fue del 92%
(12 semanas) y del 98% (24 semanas). El 100% de los pacientes infectados por
G1b alcanzaron RVS, sin embargo, en pacientes G1a se observé un beneficio al
prolongar el tratamiento de 12 a 24 semanas (88 vs 94%) "'>116,
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Figura 8. Datos agrupados de RVS en pacientes con genotipo 1 basados en las diferentes
combinaciones disponibles (elaboracién propia).

Es importante resaltar que estas excelentes tasas de curaciéon fueron confirmadas
en los estudios de practica clinica real'”. Por ejemplo, un estudio de practica clini-
ca espafol en 1778 pacientes tratados con LDV/SOF y en 1635 pacientes tratados
con 3D obtuvo tasas de RVS del 96% y 97%, respectivamente (Crespo J, et al.
Presentado en EASL 2016).
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Durante el afio 2016 se espera, ademas, la aprobaciéon de dos nuevas combina-
ciones. Por un lado, el régimen que incluye el IP grazoprevir y el inhibidor NS5A
elbasvir para el tratamiento de pacientes con G1y G4. En un estudio en pacien-
tes naive G1 sin cirrosis se obtuvieron tasas de RVS del 92% en pacientes Glay
del 99% en pacientes G1b tras 12 semanas de tratamiento. Un andlisis de 376
pacientes con cirrosis de nuevo mostré tasas de RVS superiores en pacientes G1b
con respecto a 1a (100% y 96%, respectivamente). Esto ha provocado que se
recomiende el analisis de sustituciones asociadas a resistencias de la NS5A an-
tes de iniciar el tratamiento (M28A/G/T, Q30D/E/G/H/K/L/R, L31F/M/N, H58D y/o
Y93C/H/N/S) y en caso de estar presentes, extender la duracién del tratamiento a
16 semanas y asociar RBV8,

Finalmente, se espera la disponibilidad a lo largo de este afio de la combinacion
pangenotipica de sofosbuvir y velpatasvir (inhibidor NS5A). En un estudio en mas
de 300 pacientes G1, 24% con cirrosis, 66% naive y 34% pre-tratados incluyendo
fracasos a triple terapia, se alcanzaron tasas de RVS del 99% tras 12 semanas de
tratamiento sin RBV 119120,

En los pacientes genotipo 2, las dos primeras lineas de tratamiento con la com-
binacion de sofosbuvir con daclatasvir o velpatasvir. En el estudio de fase 3 AS-
TRAL-2 en pacientes con genotipo 2 (14% con cirrosis compensada, 86% naive),
la combinacién de sofosbuvir y velpatasvir logré tasas de curacién del 99% '2'.
En caso de no disponer de estas combinaciones, el uso de sofosbuvir y ribavirina
durante 12-16 semanas estaria aceptado en base a las recomendaciones de las
gufas clinicas ™.

Las opciones terapéuticas mas eficaces en los pacientes genotipo 3 son, de nue-
vo, la combinacién de sofosbuvir y daclatasvir o velpatasvir. El estudio ASTRAL-3
evalud la combinacién sofosbuvir/velpatasvir sin RBV durante 12 semanas en pa-
cientes genotipo 3 (29% con cirrosis y 74% naive) obteniendo tasas de curacién
del 98% en naive sin cirrosis, 93% en naive con cirrosis, 91% en pre-tratados sin
cirrosis y 89% en pre-tratados con cirrosis '?2. Por otro lado, la combinacién de
sofosbuvir y daclatasvir durante 12-24 semanas logré RVS superiores en pacientes
sin cirrosis (97%) que en pacientes cirrdticos (60-90% 12 y 24 semanas respec-
tivamente) '22. La misma combinaciéon fue evaluada con ribavirina durante 12-16
semanas en pacientes genotipo 3y fibrosis avanzada (F3-F4) logrando tasas de
RVS similares 24,

En pacientes genotipo 4, las combinaciones recomendadas son sofosbuvir y ledi-
pasvir en base al estudio SINERGY en el que la tasa de eficacia fue del 95% '°; la
combinacién sofosbuvir y velpatasvir en base al estudio ASTRAL-1 en que se obtu-
vieron tasas de RVS del 100% '?°, el combo 2D (paritaprevir/ritonavir y ombitasvir)

con resultados de RVS 97-99% '?°, sofosbuvir y simeprevir con datos de RVS 100%
en el estudio PLUTQ'?®y, finalmente, la combinacion grazoprevir y elbasvir con tasa
de eficacia en torno al 96% ''®.

En la Tabla 4 se resumen las principales combinaciones antivirales recomendadas

en funcion del genotipo del VHC.

Sofosbuvir+RBV No No 6ptima No 6ptima No No
SOF/LDV+RBV Si No No Si Si
SOF/VEL+RBV Si St Si St Si
3D Si No No No No
2D No No No Si No
GZR/EBR+RBV Si No No Si Si
SOF+DCV+RBV Si Si Si Si Si
SOF+SIM+RBV No 6ptima No No Si No

Tabla 4. Regimenes libres de interferéon recomendados actualmente segun en funcién del
genotipo del VHC. Adaptado de las “EASL Recommendations on Treatment of Hepatitis C
2016" J Hepatology 2016 (in press).
SOF: sofosbuvir, LDV: ledipasvir, VEL: velpatasvir, 3D: paritaprevir/ritonavir/ombitasvir+da-
sabuvir, 2D: paritaprevir/ritonavir/ombitasvir, GZR: grazoprevir, EBR: elbasvir, DCV: daclatas-
vir, SIM: simeprevir, RBV: ribavirina.

1.4.2 Efecto de la respuesta
virologica sobre la enfermedad
hepatica

La adquisicién de RVS se asocia a una disminuciéon de la morbimortalidad por
todas las causas asi como a una mejoria en la calidad de vida. Los pacientes que
logran la RVS presentan una incidencia mas baja de complicaciones asociadas a
la enfermedad hepatica (ascitis, encefalopatia, hemorragia por varices y HCC) %7,
Existen diferentes estudios que han analizado la progresion de la enfermedad he-
patica pre y post-tratamiento detectando una estabilizacion o incluso disminucién
de la fibrosis hepatica y, en algunos casos, la reversion de la cirrosis. No obstante,
se ha detectado que hasta un 1-14% de los pacientes con RVS pueden presentar
progresion de la fibrosis a pesar de la erradicacion viroldgica 1287131,
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Mecanismos celulares de regresiéon de la fibrosis

Algunas caracteristicas especificas de la matriz extracelular (MEC) pueden explicar,
al menos en parte, las diferencias en la reversibilidad de la fibrosis hepéatica tras
la adquisicion de RVS. A mayor tiempo de evolucién de la fibrosis y de la cirrosis
se observa mayor acimulo de colageno fibrilar de alta densidad (coldgeno tipo Iy
tipo Ill) asi como de proteoglicanos y otros constituyentes °.

Los modelos murinos han proporcionado un mayor conocimiento acerca de los
procesos de reversion de la fibrosis tras un dafo hepatico de diversa etiologia
(tioacetamida, CCl4 o ligadura del conducto biliar). En estos modelos se ha detec-
tado que los septos fibrosos mas antiguos se caracterizaban por la presencia de
cross-linking a nivel de la MEC y que la regresién de la fibrosis provocaba un cam-
bio en el patrén de cirrosis de micronodular a macronodular 2. El cross-linking
de las fibras de coldgeno incrementa su resistencia a la degradacion por lo que es
un factor determinante clave en la irreversibilidad de la fibrosis. La elastina, otro
componente de la MEC, también puede contribuir. De hecho, se ha demostrado
que en el higado cirrético existe un acimulo de elastina dependiente del MMP12
sintetizado por los macréfagos '33. Curiosamente, los macréfagos también son un
factor clave en la resolucion de la fibrosis hepatica. Los resultados de diversos es-
tudios sugieren que existen dos patrones de macréfagos, aguellos con actividad de
fibrogénesis y otros fibrinoliticos. Aquellos macréfagos que promueven la resolu-
cion de la fibrosis lo hacen a través de la produccién de diferentes metaloproteasas
que pueden degradar directamente la MEC. Ademas, los macrofagos contribuyen
a la resolucién de la fibrosis mediante acciones anti-inflamatorias como por ejem-
plo la fagocitosis de hepatocitos apoptoticos, que a su vez pueden activar células
estrelladas hepaticas o mediante la diferenciacién a macréfagos reguladores que
producen citocinas supresoras '*3. Los macréfagos, por tanto, representan una
poblacién altamente heterogénea que puede tener efectos diversos en funcion
del subtipo. Mientras que las células derivadas de monocitos (Mreg/m2c-like ma-
créfagos) contribuyen a la resolucion de la inflamacion vy la fibrosis, el subgrupo de
macréfagos Ly-6C+ reclutados a través de monocitos inflamatorios via CCI2/CCr2
pueden ser responsables de efectos profibrogénicos 4.

Previamente se ha discutido la contribucion profibrogénica de las células estrella-
das hepaticas (ver apartado Fibrogenésis Hepatica). La disminucion del niumero de
células estrelladas hepaticas activadas es un factor critico en la reversibilidad de la
fibrosis. La apoptosis ha sido descrita como una las vias mediante la cual disminuye
el numero de células estrelladas activadas '*°. Ademas, existe evidencia de la re-
version a quiescencia de las células estrelladas una vez que desaparece el estimulo
nocivo ¥, Sin embargo, estas células persisten con una capacidad aumentada de
reactivarse tras una nueva exposiciéon o dafio hepatico. La persistencia de estas cé-

lulas estrelladas “inactivadas” podria explicar el hecho de que pacientes con dafio
hepético previo son mas sensibles a una fibrosis acelerada tras un nuevo dafio
(por ejemplo, recaidas de consumo endlico abusivo o recurrencia/reactivacion de
hepatitis virica).

Datos clinicos de regresion de la fibrosis
(e hipertensién portal) tras la respuesta virologica

La evidencia en humanos del comportamiento de las células estrelladas hepati-
cas, macrofagos y otras células durante la regresion de la fibrosis es limitada en
comparacion con la extensa evidencia en modelos murinos. Asimismo, el anali-
sis de la histologia pre y post-RVS se ha limitado a la descripcion del grado de
inflamacién y de fibrosis usando escalas cuantitativas como las escalas META-
VIR e Ishak. Un estudio de D' Ambrosio y colaboradores 3! evalud 38 pacientes
con cirrosis histolégica pre-tratamiento antiviral tras una media de 67 meses
post-RVS, objetivando un descenso significativo de la fibrosis (METAVIR) y del
contenido coldgeno (cuantificado mediante sirius red). Uno de los hallazgos
mas relevantes es que el grado de capilarizacion sinusoidal (tincién CD34) y el
numero de miofibroblastos (tincién de a-SMA) fueron similares antes y después
del tratamiento. Incluso hasta un 30% de los pacientes mostraron un incre-
mento en el score a-SMA tras la adquisicién de la RVS independientemente del
grado de fibrosis post-tratamiento, lo que sugiere un aumento del nimero de
miofibroblastos potencialmente fibrogénicos.

En un contexto clinico en el que la tendencia es evitar la realizacién de biopsias he-
paticas, sobre todo tras la adquisicion de RVS, la mayor parte de los datos clinicos
de regresién de fibrosis estan basados en técnicas no invasivas. En un estudio'¥, se
evaluaron 993 pacientes mediante elastografia de transicion y el marcador no in-
vasivo Fibrotest tras 10 afios del tratamiento antiviral. Los resultados mostraron la
reversion de la cirrosis en un 49% (24/42) de los pacientes con RVS pero también
se detectaron 15 (15/128, 12%) nuevos casos de cirrosis a pesar de la erradicacion
de la infeccion. Globalmente, la tasa de regresion de la cirrosis fue tan sélo del 5%
a los 10 anos de la finalizacién del tratamiento antiviral.

La presencia de edad avanzada y plaquetopenia se asociaron a una menor posibi-
lidad de regresion de la fibrosis lo que sugiere que una cirrosis “temprana” tiene
mas posibilidades de revertir que una cirrosis establecida, y que probablemente la
presencia de hipertension portal puede ser un determinante de irreversibilidad. De
hecho, varios estudios han demostrado que la RVS se asocia a una reduccién del
gradiente de presion portal mayor que en los no respondedores ¥, Sin embargo
existen pocos datos todavia de la regresion de la fibrosis en pacientes con cirrosis
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e hipertension portal significativa, fundamentalmente debido a que la mayoria de
los estudios publicados disponen de un corto periodo de seguimiento.

Es importante remarcar que la presencia de comorbilidades significativas o facto-
res de riesgo asociados como el consumo de alcohol o la hemocromatosis pueden
contribuir significativamente a la progresién de la fibrosis en ausencia de la infec-
cioén viral activa. Ademas, diversos estudios epidemioldgicos han mostrado que el
VHC se relaciona con una alteracion en el metabolismo de la glucosa y puede pro-
mover el desarrollo de resistencia a la insulina lo que a su vez puede tener un im-
pacto tanto en la adquisicion de la RVS como en la progresion de la fibrosis 2223139,

Por ltimo, los pacientes con fibrosis avanzada o cirrosis pre-tratamiento antiviral per-
manecen en riesgo de desarrollar HCC a pesar de haber logrado la curacion virolégica.
No obstante, la adquisicion de RVS presenta un efecto positivo en la tasa de desarrollo
de HCC. En un meta-analisis que recogioé los datos de 30 estudios, la incidencia de
HCC fue del 1.05% por persona y ano entre los pacientes con RVS y del 3.3% en
aquellos no respondedores al tratamiento antiviral 140. En otro estudio, la incidencia
acumulada de HCC en pacientes con fibrosis avanzada (Ishak 4-6) a los 10 anos fue
del 21.8% sin RVS y del 5.1% con RVS. Entre los factores de riesgo asociados al de-
sarrollo de HCC se encuentran el estadio de fibrosis basal, el sexo masculino, la edad,
la presencia de esteatosis o diabetes y el consumo de alcohol '#. Actualmente no hay
informacién suficiente para poder discernir si hay pacientes cuya regresion de la fibro-
sis hepatica a largo plazo permite que dejen de estar en riesgo de desarrollo de HCC
por lo que de momento se recomienda el cribado semestral de HCC de por vida en
caso de fibrosis avanzada F3-F4 pre-tratamiento.

1.4.3 Efecto de la respuesta
virologica sobre la crioglobulinemia
mixta

Como se ha comentado previamente, las crioglobulinas se pueden detectar hasta
en un 25-30% de los pacientes con VHC, en su gran mayoria se trata de crioglo-
bulinemia mixtas. No obstante, sélo un 10-15% de los pacientes con crioglobu-
linemia presentan sintomatologia clinica de tipo vasculitis . El tratamiento del
agente etiolégico, en este caso el VHC, debe plantearse siempre. Los objetivos
del tratamiento antiviral en pacientes con vasculitis crioglobulinémica son lograr
la erradicacion virolégica pero también lograr la remision clinica e inmunoldgica.

En caso de un dafio organico grave, la administracion de inmunodepresores en
monoterapia o, preferiblemente asociados al tratamiento antiviral, ha mostrado
una mayor tasa de eficacia® 4.

La respuesta clinica al tratamiento antiviral ha sido limitada tanto por la propia
eficacia virolégica como por la aparicion de efectos adversos. Un estudio demostré
gue la presencia de crioglobulinemia mixta se asociaba a una peor respuesta al tra-
tamiento antiviral '*2. Ademas de los propios efectos adversos del tratamiento, en
los pacientes con vasculitis crioglobulinémica se ha descrito el desarrollo de ane-
mia hemolitica durante el tratamiento y la exacerbacién de manifestaciones vascu-
liticas “6. No obstante, la mayor parte de los estudios encontraron una asociacién
clara entre la adquisicion de respuesta virologica y la respuesta clinica (remision de
sintomatologia) e inmunoldgica (disminucién criocrito, aumento complemento y
descenso de FR) 3&141.142,

La aprobacion de los primeros DAAs, los inhibidores de proteasa telaprevir y bo-
ceprevir, mejord la barrera de la eficacia virolégica logrando tasas de curacion en
pacientes con genotipo 1 cercanas al 70%. No obstante, su propio perfil de segu-
ridad y la necesidad de administrarlos en combinacién con interferén y ribavirina,
supuso un aumento de la tasa de efectos secundarios .

La llegada de las nuevas combinaciones de DAAs libres de interferén puede suponer
un hito en la historia natural de los pacientes con vasculitis crioglobulinémica. Debido
al mayor perfil de seguridad y de eficacia (>90%), se ha establecido que la presencia
de manifestaciones extrahepaticas asociadas al VHC, incluido la vasculitis crioglobu-
linémica, es una indicacion de tratamiento antiviral con independencia del grado de
enfermedad hepatica '°. No obstante, hasta la fecha todavia existen pocos datos de la
seguridad de estos farmacos en pacientes con crioglobulinemia mixta.

En 2015 se publicaron los primeros resultados con terapias basadas en agentes an-
tivirales directos. En un estudio °° en el que se trataron 30 pacientes con vasculitis
crioglobulinémica con triple terapia basada en telaprevir o boceprevir, la tasa de
curacion virolégica fue del 67%. A nivel de respuesta clinica de la vasculitis, ésta se
relaciono directamente con la adquisicion de RVS. El 70% (14/20) de los pacientes
con RVS presentaron una respuesta clinica completa y el 30% (6/20) parcial. De
los 10 no respondedores, 6 pacientes presentaron respuesta clinica completa y 4
parcial. La pUrpura cutanea desparecié en 19/20 pacientes, la neuropatia en 6/17,
la afectacion articular en 11/13 y la nefropatia en 5/7. La puntuaciéon media del
BVAS baj6 de 8[3-16] a 0 [0-5]. Al final del seguimiento (semana 72), el criocrito se
habia negativizado en un 54% de los pacientes. Sin embargo, casi la mitad de los
pacientes presentaron algun efecto adverso, principalmente de tipo hematolégico.
El 93% de los pacientes precisé tratamiento con EPO por anemia, un 47 % transfu-
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sién sanguinea y un 7% factores estimulantes de colonias por neutropenia. Todo
ello hace que actualmente estos tratamientos no se recomienden en pacientes con
VC asociada al VHC y hayan sido sustituidos por los regimenes libres de interferon.

El estudio VASCUVALDIC ' reportd por primera vez la eficacia y seguridad de
una combinacion libre de interferén en pacientes con VC. Veinticuatro pacientes
con VC asociada al VHC recibieron tratamiento basado en sofosbuvir y ribavirina
durante 24 semanas. A las 12 semanas de la finalizacion del tratamiento, un 64%
de pacientes presentaban RVS. Esta baja tasa de respuesta se debe a que un 50%
de los pacientes estaban infectados por genotipo 1, en el que se ha demostrado
gue este régimen antiviral no es éptimo. Aln asi, 21 pacientes (87 %) adquirieron
remision clinica completa tras el tratamiento y un 46% lograron negativizar el
criocrito. La tasa de efectos adversos fue baja y de perfil leve.

Sise y colaboradores® reportaron los resultados de la combinacion de sofosbu-
vir asociado a simeprevir o a ribavirina en 12 pacientes con VC, de los cuales
7 presentaban afectaciéon renal. La tasa de RVS a las 12 semanas fue del 83%.
Cuatro de 9 pacientes evaluados (44 %) presentaron negativizacion del criocrito y
en aquellos pacientes con afectacion renal, los niveles de creatinina y proteinuria
mejoraron tras el tratamiento antiviral.

Recientemente un grupo italiano ha publicado los resultados tras el tratamiento
con regimenes basados en sofosbuvir (asociado a ribavirina, simeprevir, daclatasvir
o ledipasvir) en una cohorte de 44 pacientes con VC'®. Las principales manifes-
taciones clinicas de la VC en la cohorte fueron: purpura (73%), artralgia (59%),
debilidad (77%), neuropatia periférica (63%), Raynaud (32%), afectacién renal
89%), sindrome seco (41%) y Ulceras cutaneas (14%). Dos de los pacientes pre-
sentaban, ademas, un linfoma de células B. En este estudio, la respuesta clinica se
consider6 total si desparecian todos los sintomas asociados a la VC, completa si
mejoraban todos y parcial si mejoraban al menos la mitad de los sintomas. A las
24 semanas de finalizaciéon del tratamiento antiviral, la tasa de RVS fue del 100%
y todos los pacientes habian experimentado respuesta clinica siendo ésta total en
un 36%, completa en 41% vy parcial en 23%. En la misma linea, la puntuacién
del BVAS bajé de 5.4 [+3.5] a 2.3 [£2.2] a las 12 semanas de finalizacién del tra-
tamiento y a las 24 semanas a 1.3 [+1.7]. La respuesta inmunoldgica a las 12 se-
manas (todos los pacientes evaluados) fue completa (negativizacion del criocrito)
en un 32% de los pacientes, parcial en un 39% y nula (disminucion de <50% del
valor basal) en 29%. En los dos pacientes con linfoma la sintomatologia clinica y
los niveles de crioglobulinas mejoraron, no obstante no se objetivd una mejoria de
los pardametros hematolégicos (linfocitosis). A pesar de que hasta un 59% de los
pacientes presenté algun efecto adverso durante el tratamiento éstos fueron leves
y no hubo ninguin caso de discontinuacién precoz del tratamiento.

Todos los estudios mencionados coinciden en un aumento de la tasa de respuesta
viroldgica asociada a un mejor perfil de seguridad incluso en aquellos pacientes
con VC graves. En asociacién al mayor porcentaje de erradicacion viroldgica se
ha reportado un aumento de la tasa respuesta clinica y, por tanto, una mayor
probabilidad de remisién completa o parcial de los sintomas asociados a la VC.
No obstante en algunos casos persiste un cierto grado de afectacion renal o de
neuropatia tras el tratamiento antiviral, lo que sugiere que este tipo de afectacion
organica puede presentar una mejoria mas lenta. Asimismo, todavia existe un
porcentaje de pacientes con criocrito positivo tras el tratamiento cuyo significado
clinico es aun desconocido. No obstante, estos resultados tan satisfactorios hacen
pensar que los regimenes libres de interferdn van a lograr cambiar el paradigma de
la VC asociada a VHC en los que el tratamiento inmunosupresor quedaria limitado
a aquellos pacientes con sintomatologia organica grave.
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2. Hipotesis y objetivos
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Estudio 1:

Predicting the development of liver cirrhosis by simple
modelling in patients with chronic hepatitis C.

Sabela Lens, Ferran Torres, Marc Puigvehi, Zoe Marifio, Maria-Carlota Londofio,
Stella Martinez, Ignacio Garcia-Juarez, Angeles Garcia-Criado, Rosa Gilabert,
Concepcié Bru, Ricard Sola, Jose Maria Sdnchez-Tapias, Jose Antonio Carrion,
Xavier Forns.

Aliment Pharmacol Ther 2016, 43: 364-374

Factor impacto 6.32

Hipotesis:

El objetivo principal del tratamiento antiviral contra el VHC es evitar la progre-
sion de la enfermedad y el desarrollo de cirrosis y sus complicaciones. Aunque
en el contexto de la infeccion cronica por VHC la progresién de la fibrosis es
altamente variable, aproximadamente un 15-20% de los pacientes desarrollan
cirrosis en el transcurso de su enfermedad. En un estudio basado en una co-
horte alemana con fecha conocida del momento de la transmision del VHC, a
los 35 afnos de la infeccion un 15% de los pacientes habia desarrollado cirrosis,
siendo este porcentaje mayor en aquellos pacientes que no habian logrado una
RVS tras el tratamiento antiviral *°. Sin embargo, debido a que se necesitan
amplias cohortes de pacientes con fibrosis leve con un periodo de seguimien-
to prolongado, actualmente existen pocos datos de los factores asociados al
desarrollo de cirrosis. En el momento del articulo, el uso de agentes antivirales
de accién directa en terapias libres de interferén estaba Unicamente limitado
a aquellos pacientes con diagnéstico establecido de cirrosis debido al elevado
coste del mismo. En este contexto, el uso limitado de estos farmacos hacia
gue la cuidadosa seleccion de los pacientes con mayor riesgo de progresion
durante los siguientes anos fuera primordial. Nuestra hipétesis de trabajo era
gue mediante una seleccion adecuada de variables en el paciente con hepatitis
C es posible predecir, con elevada fiabilidad, el riesgo de desarrollar cirrosis en
los préoximos afos.
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Objetivos:

Describir las caracteristicas clinicas y bioguimicas de los pacientes con infeccién
crénica VHC no respondedores a tratamiento antiviral con o sin progresion a
cirrosis durante el seguimiento.

Identificar aquellos factores asociados al desarrollo de cirrosis y construir un
modelo matematico que permita identificar el riesgo individual de cirrosis.

Validar el modelo en una segunda cohorte de pacientes y estratificar a los pacien-
tes en tres grupos de riesgo (bajo, intermedio o alto) de desarrollo de cirrosis.

Estudio 2:

Association between severe portal hypertension and
risk of liver decompensation in patients with hepatitis C,
regardless of response to antiviral therapy.

Sabela Lens, Diego Rincén, Montserrat Garcia-Retortillo, Agustin Albillos, Jose Luis
Calleja, Rafael Bafares, Juan Gonzalez-Abraldes, Jaume Bosch, Jose Maria San-
chez-Tapias, Xavier Forns, Juan Carlos Garcia-Pagan

Clin Gastroenterol Hepatol. 2015 Oct, 13(10):1846-1853.

Factor impacto 7.68

Hipotesis:

En pacientes con cirrosis compensada, la medicién del gradiente de presion
venosa hepatica (GPVH) predice el riesgo de complicaciones asociadas a la
presencia de hipertension portal &. De hecho, la presencia de un GPVH = 10
mmHg (hipertensién portal clinicamente significativa) se ha asociado a un
mayor riesgo de descompensacion clinica durante el seguimiento, carcino-
ma hepatocelular y muerte 89, Los resultados de estudios previos sugieren
gue la adquisicion de RVS tras el tratamiento antiviral se asocia a una re-
ducciéon del GPVH incluso en pacientes con cirrosis avanzada. Esto se deba
probablemente a la disminuciéon de la actividad necroinflamatoria tras la
erradicacién virolégica y a medio-largo plazo, a la regresién de la fibrosis'.
Sin embargo, los datos sobre el impacto de la curacién en aquellos pacien-
tes con cirrosis e hipertensiéon portal clinicamente significativa establecida
son escasos por lo que se desconoce si realmente la adquisicion de la RVS
logra modificar el curso evolutivo de estos pacientes. Entre otros factores,
el uso de terapias basadas en interferén en los pacientes con mayor grado
de presién portal era limitado debido al riesgo de efectos secundarios po-
tencialmente graves durante el tratamiento . No obstante, esta informa-
cion es de gran utilidad clinica en contexto de la aprobacién de los nuevos
agentes antivirales directos, con mejor perfil de eficacia y seguridad, ya
que una gran proporcion de pacientes con cirrosis avanzada e hipertension
portal significativa podran recibir tratamientos antivirales libres de interfe-
rén '°. Nuestra hipotesis es que en efecto, en un subgrupo de pacientes es
posible que se produzca un descenso significativo de presién portal tras la
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RVS y que existen variables que permiten identificar en qué pacientes se va
a producir esta mejoria.

Objetivos:

- Evaluar el impacto de la RVS en la historia natural (descompensacion clinica, de-
sarrollo de carcinoma hepatocelular y supervivencia) de pacientes con cirrosis e
hipertension portal clinicamente significativa.

- ldentificar los factores clinicos asociados especificamente al desarrollo de descompen-
sacion clinica en pacientes con cirrosis e hipertension portal clinicamente significativa.

- Evaluar si el grado de hipertension portal se asocia a la tasa de RVS tras el trata-
miento antiviral.

- Estudiar si los cambios precoces en el GPVH (12 semanas de tratamiento antiviral)
se asocian con la reduccién del GPVH tras el tratamiento antiviral.

Estudio 3:

Virological, clinical and immunological outcomes
of patients with hepatitis C virus-associated
cryoglobulinemia treated with direct-acting antivirals.

Martin Bonacci*, Sabela Lens*, Maria-Carlota Londofo, Zoe Marifio, Maria
C. Cid, Manuel Ramos-Casals, Jose Maria Sanchez-Tapias, Xavier Forns, José
Hernandez-Rodriguez

(*) Ambos autores comparten primera autoria
Clin Gastroenterol Hepatol. 2016 (Accepted)

Factor impacto 7.68

Hipotesis:

La presencia de crioglobulinemia mixta se detecta hasta en un 40-60% de los pa-
cientes con VHC, no obstante sélo un 10-15% presentan manifestaciones asocia-
das a la vasculitis crioglobulinémica (VC)*. Se ha descrito que aquellos pacientes
con crioglobulinemia mixta asintomatica, presentan mayor riesgo de desarrollar
VC durante el seguimiento. Sin embargo, actualmente la presencia de crioglobu-
linemia asintomatica no es indicacion de priorizacién de tratamiento antiviral™.
La presencia de VC se asocia a una mayor morbimortalidad durante la historia
natural de los pacientes con hepatitis C por lo que el tratamiento antiviral de estos
pacientes estd indicado con independencia del grado de enfermedad hepéatica™.
En la era del interferén, la presencia de VC se consideraba un factor asociado a
baja tasa de respuesta viroldgica. Ademas, el tratamiento basado en interferén
provocaba una alta tasa de efectos adversos que eran causa de suspensiéon precoz
del tratamiento con frecuencia en los pacientes VC. En casos de afectacion orga-
nica severa o no respuesta tras el tratamiento antiviral, se ha demostrado que la
asociacion de glucocorticoides o agentes inmunomoduladores como el rituximab
puede ser beneficiosa, no obstante, el tratamiento prolongado con estos agentes
no esta exento de efectos secundarios?®.

Por tanto, hasta la llegada de los agentes antivirales directos (DAAs), los pacientes
con VC se consideraban una poblacion especial en necesidad urgente de trata-
miento. Nuestra hipotesis de trabajo es que las elevadas tasas de RVS que muy
probablemente se obtendran en estos pacientes revertirdn en una mejoria signifi-
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cativa de los sintomas asociados a la VC e incluso que en pacientes con crioglobu-
linemia asintomatica la erradicaciéon del virus podria comportar la desaparicion de
las crioglobulinas circulantes.

Objetivos:

Primarios

Analizar la tasa de respuesta virolégica (RVS12) con agentes antivirales directos en
pacientes con crioglobulinemia mixta asociada al VHC.

Evaluar la tasa de respuesta clinica en pacientes con vasculitis crioglobulinémica 3 " Copla de Ios artICUIos
tras el tratamiento antiviral. = =
originales

Evaluar la respuesta inmunoldgica en pacientes con crioglobulinas circulantes
(con o sin vasculitis) tras el tratamiento antiviral.

Secundarios:

- Analizar el impacto del tratamiento antiviral con DAAs sobre el tratamiento
inmunupresor (reduccion de dosis o suspension)

- Identificar posibles factores predictivos asociados a la respuesta clinica
o inmunolégica.
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SUMMARY

Background
Data are scarce on the natural history of chronic hepatitis C (CHC) in
patients with mild hepatitis C who did not respond to anti-viral therapy.

Aim
To predict the risk of progression to cirrhosis, identifying patients with the
more urgent need for therapy with effective anti-virals.

Methods

A cohort of 1289 noncirrhotic CHC patients treated with interferon-based
therapy between 1990 and 2004 in two referral hospitals were followed up
for a median of 12 years.

Results

Overall, SVR was achieved in 46.6% of patients. Data from a randomly split
sample (n = 832) was used to estimate a model to predict outcomes.
Among nonresponders (n = 444), cirrhosis developed in 123 (28%)
patients. In this group, the 3, 5 and 10-year cumulative probabilities of
cirrhosis were 4%, 7% and 22%, respectively, compared to <1% in the
SVR-group (P < 0.05). Baseline factors independently associated with pro-
gression to cirrhosis in nonresponders were: fibrosis >F2, age >40 years,
AST >100 IU/L, GGT >40 TU/L. Three logistic regression models that com-
bined these simple variables were highly accurate in predicting the individ-
ual risk of developing cirrhosis with areas under the receiving operating
characteristic curves (AUC) at 5, 7 and 10 years of ~0.80. The reproducibil-
ity of the models in the validation cohort (n = 457, nonresponders = 244),
was consistently high.

Conclusions

Modelling based on simple laboratory and clinical data can accurately iden-
tify the individual risk of progression to cirrhosis in nonresponder patients
with chronic hepatitis C, becoming a very helpful tool to prioritise the start
of oral anti-viral therapy in clinical practice.
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INTRODUCTION
Treatment of chronic hepatitis C (CHC) using a combi-
nation of pegylated interferon and ribavirin (PR) results
in a sustained virologic response (SVR) in ~50% of trea-
ted patients.'! New direct anti-viral therapies (DAAs)
have been approved in the U.S and Europe and have
become the new standard of care for CHC therapy.”
Besides increased efficacy, one of the main advantages of
these drugs is their excellent safety profile and the possi-
bility of achieving SVR in an all-oral interferon-free
combination.>” Nevertheless, the wide use of such drugs
implies a high economical burden so the Health Care
Systems of many countries will not afford treating all
HCV-infected patients. In this setting, a careful selection
of patients is essential, at least during the next few years.
The main goal of viral clearance in patients with
chronic hepatitis C is to avoid progression to liver cir-
rhosis and its complications. Although the progression
rate of liver fibrosis in patients with CHC is highly vari-
able, cirrhosis develops in approximately 15-20% of
patients over time.® A community-based study in Ger-
many in patients with known data of HCV infection
provided evidence of disease progression 35 years after
infection, with the highest proportion of patients with
clinical signs of cirrhosis in the non-SVR group (15%).°
A recent study established a risk score to assess long-
term mortality among patients with advanced fibrosis'%;
however, due to the slow progression of CHC, large
cohorts and long follow-up periods are necessary to
reach solid conclusions in patients with mild fibrosis.
The main aim of this study is to identify which factors
are related to disease progression in patients with
chronic hepatitis C who did not respond to anti-viral
therapy and are potential candidates for oral anti-viral
treatment. A common question in patients, particularly
in those with mild disease who may not fulfil criteria for
drug reimbursement, is if receiving anti-viral therapy can
be delayed and, more importantly, for how long.

PATIENTS AND METHODS

Patients and study design

This is a retrospective-prospective cohort study per-
formed at two referral centres in Barcelona (Hospital
Clinic and Hospital del Mar). The cohort study included
1289 patients with noncirrhotic chronic hepatitis C who
received anti-viral therapy between 1990 and 2004. Cir-
rhosis was excluded clinically and by histological assess-
ment at baseline. Patients with other causes of liver
disease (HBV infection, hemochromatosis, autoimmune

2

hepatitis, primary biliary cirrhosis and Wilson’s disease)
and those coinfected with the HIV were excluded from
the study.

Follow-up started after the last dose of interferon and
ended in December 2013, at death or at the last follow-
up visit. Physical examination and complete blood test-
ing were performed monthly during anti-viral therapy
and 6 months after treatment interruption. Thereafter,
all patients underwent at least yearly laboratory tests and
an abdominal ultrasound (US) every 2 years. In patients
with bridging fibrosis at the time of baseline liver biopsy,
or in those who developed cirrhosis during follow-up,
laboratory tests and ultrasonographic studies were per-
formed every 6 months and upper gastrointestinal endo-
scopy every 2 years. All patients provided written
informed consent to data handling in accordance with a
protocol approved by the local Ethics Committee.

Liver histology

Percutaneous liver biopsies were performed under local
anaesthesia by expert radiologists. Specimens were fixed,
paraffin-embedded, and stained with haematoxylin-eosin
and Masson’s trichrome. Histological grade and stage
were determined according to the METAVIR scoring
system."' Liver fibrosis was considered significant if
located beyond the portal tract (F > 2).

Anti-viral treatment

Treatment regimens varied over time. Interferon
monotherapy was the standard of care from 1990 to
1996. From 1997 all treated patients received combined
treatment with interferon and ribavirin (pegylated alfa-2a
or 2b after 2001): 24-week regimens for genotype 2 and
3 HCV-infected patients and 24/48-week regimens for
genotype 1 HCV-infected patients. Sustained virological
response (SVR) was defined as undetectable serum
HCV-RNA 24 weeks after discontinuation of anti-viral
treatment. Patients not achieving this criterion were
defined as nonresponders.

Ultrasonographic assessments

All abdominal US studies were performed by expert
radiologists. The more recent abdominal ultrasound
study was reviewed by two expert radiologists (AGC and
RQG). For this purpose, saved images were recovered and
the following characteristics were assessed blindly: pres-
ence of surface nodularity, portal vein diameter greater
than 12 mm and splenomegaly (spleen size > 12 cm). In
patients with ultrasonographic evidence of liver cirrhosis,
all previous follow-up ultrasound studies were reviewed

Aliment Pharmacol Ther
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in order to establish the first in which cirrhosis could be
established.

Outcome measures

The main aim of our study was to identify the variables
independently related to the development of liver cirrho-
sis in patients with chronic hepatitis who failed to
achieve SVR after treatment. Although liver biopsy
remains as the gold standard for the diagnosis of liver
cirrhosis, repeated biopsies are not regularly performed
in patients with chronic hepatitis C since they do not
allow for a dynamic approach when evaluating disease
progression in patients with CHC. Therefore, the diagno-
sis of liver cirrhosis during follow-up was based on the
presence of at least one of the following criteria: (i) pres-
ence of F4 fibrosis stage in a liver biopsy; (ii) presence of
portal hypertension, defined as an hepatic venous pres-
sure gradient >6 mmHg or presence of gastroesophageal
varices in an upper endoscopic study; (iii) presence of at
least two signs of cirrhosis (nodular liver surface, portal
vein diameter >12 mm, spleen size >12 c¢m) in two con-
secutive ultrasound studies.">'* The date of cirrhosis
was established as the earliest date at which any of the
previous criteria was present. It is important to note that
US examinations in patients with chronic hepatitis C are
specifically aimed at excluding the presence of cirrhosis
and, in patients with evidence of cirrhosis, at excluding
the presence of hepatocellular carcinoma (HCC).

The effects of anti-viral therapy on the development
of clinical liver decompensation or HCC during follow-
up were analysed. Clinical liver decompensation was
defined as the occurrence of ascites, spontaneous bacte-
rial peritonitis (SBP), hepatic encephalopathy or variceal
bleeding at any time during follow-up.

Statistical analyses

Continuous variables are reported as median and
interquartile range (percentiles 25-75%) and categorical
variables as absolute and relative frequencies. Groups
were compared using the Mann—Whitney test for contin-
uous variables and the Fisher’s exact test for the categor-
ical ones. The main endpoint was the occurrence of
cirrhosis and clinical liver decompensation during fol-
low-up. The survival function for cirrhosis development
was estimated by means of the Kaplan—Meier method.
Survival distributions were compared using the log-rank
test for the univariate testing, and Cox proportional haz-
ard models were used for the multivariate analyses and
to estimate hazard ratios [HR (95% CI)]. Logistic regres-
sion models were used to study the predictors of cirrho-
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sis development at 5, 7 and 10 years and of liver events
(hepatic decompensation or HCC) at 7 and 10 years in
nonresponder patients. Variables with a 10% significance
level on univariate testing were included in the multi-
variate analysis. In selecting the final model, we con-
structed receiver operating characteristic (ROC) curves
for the multivariate models, and then chose the model
with the greater area under the curve (AUC). Data from
a randomly generated split-sample of 832 patients (2/3)
were used to estimate the model, and data from the
remaining 457 patients (1/3) were used for validation.
Split was performed stratifying by centre and response to
therapy. Each of the variables included in the model was
analysed to rule out any significant differences between
the estimation and the validation cohorts. The analysis
was performed with sas version 9.2 (SAS Institute Inc.,
Cary, NC, USA). Significance was established at a two-
sided P-value of 0.05.

RESULTS

Patients’ characteristics

The baseline characteristics of the 1289 patients included
in the study are summarised in Table 1. Most patients
included in this study had mild fibrosis (METAVIR FO-
F1) at the time of treatment initiation (76%), whereas
only 22% had fibrosis expansion beyond the portal tract
(F2) or bridging fibrosis (F3). Sixty-seven (5%) patients
did not undergo a liver biopsy or had a biopsy that was
considered insufficient for establishing the fibrosis stage,
but they were considered noncirrhotic based on clinical,
laboratory and US criteria. The presence of any of these
criteria was also discarded in patients with histological
assessment to exclude liver biopsy sampling error. As
expected in our geographical area, most patients (67%)
were infected with genotype-1. SVR was achieved in 492
(38%) patients after the first treatment course. One-hun-
dred nine patients obtained SVR after a second treat-
ment course; the remaining 688 (53.4%) individuals were
considered nonresponders. Patients were followed up for
a median of 12 years (IQR 9-16).

Overall, 207 (16%) patients developed cirrhosis during
follow-up. First suspicion of cirrhosis diagnosis was
based on US criteria in 174 patients (84%). Importantly,
only 13 (2.2%) of those who achieved SVR (n = 601)
were classified as cirrhotics during follow-up in the
whole cohort. Seven of these patients had bridging fibro-
sis (F3) at baseline. The remaining six patients (FO-1 at
baseline) achieved SVR during a second course of anti-
viral therapy 8-10 years after the first treatment, poten-

3
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Table 1| Characteristics of patients in the estimation and validation groups (total n = 1289)

Cohorts
Estimation (n = 832)* Validation (n = 457)* P-valuet

Age (years) 40 (33-50) 40 (33-50) 0.96
Sex (males), n (%) 533 (64.1%) 287 (62.8%) 0.67
AST (IU/L) 59 (42-83) 53 (40-84) 0.20
ALT (U/L) 102 (69-150) 92 (68-153) 0.15
GGT (IU/L) 35 (22-56) 38 (23-62) 0.27
AP (IU/L) 157 (131-190) 160 (135-195) 0.15
Glucose (mg/dL) 93 (86-101) 93 (87-101) 0.44
Cholesterol (mg/dL) 173 (149-198) 173 (149-200) 0.85
Platelets (x10%) 193 (163-228) 198 (163-233) 0.33
APRI 0.68 (0.5-1) 0.63 (0.4-1.1) 0.22
FIB-4 119 (0.8-1.6) 117 (0.8-1.7) 0.36
Forns 4.5 (3.6-5.3) 4.46 (3.4-5.6) 0.85
HCV genotype

la 89 (11.0%) 57 (12.8%) 0.40

b 445 (54.8%) 255 (57.0%)

2 51 (6.3%) 22 (4.9%)

3 122 (15.0%) 63 (14.1%)

4 41 (5.0%) 26 (5.8%)

Nontypable/unavailable 64 (7.9%) 24 (5.4%)
Liver fibrosis (baseline)

Minimal/portal fibrosis (FO/F1) 612 (78.2%) 318 (73.3%) 0.22

Fibrosis beyond portal tract (F2) 94 (11.4%) 58 (12.7%)

Bridging fibrosis (F3) 74 (8.9%) 58 (12.7%)

Insufficient material/No biopsy 44 (5.3%) 23 (5.0%)
SVR (lst treatment) n (%) 316 (38.0%) 176 (38.5%) 0.98
SVR (final treatment) n (%) 388 (46.6%) 213 (46.6%) 0.88
Hospital Clinic n (%) 580 (69.7%) 316 (69.1%) 0.85
Follow-up (years) 12 (9-16) 12 (9-16) 0.73
Cirrhosis on follow-up n (%) 130 (15.6%) 77 (16.8%) 0.58
Decompensation or HCC n (%) 50 (6.0%) 33 (7.2%) 0.41
Death on follow-up n (%) 43 (5.2%) 26 (5.7%) 0.79

*Qualitative variables are expressed as n (%) and quantitative variables as median and interquartile range (P25-P75).

T Inferential analysis using the Fisher’s exact test for nominal variables and the Mann-Whitney test for the rest of variables.

tially explaining fibrosis progression from baseline. In
addition, one patient concomitantly presented alcohol
abuse which possibly contributed to the development of
cirrhosis. There were no significant differences between
the estimation and validation cohort in any of the
assessed variables.

Predictors of cirrhosis in the estimation cohort

In the estimation cohort (n = 832), the cumulative prob-
abilities of developing cirrhosis among nonresponders
(n = 123/444, 28%) were 4%, 7%, 12% and 22%, at 3, 5,
7 and 10 years respectively. For patients who had
achieved SVR (n = 7/388), the cumulative probabilities
of developing cirrhosis were less than 1% at all time
points (Log-rank P < 0.001; Figure 1).

4

Analysing which variables predicted the occurrence of
cirrhosis in nonresponders was of major interest, since
cirrhosis developed almost exclusively in this group
(Table 2).

Based on multivariate analysis, the only variables iden-
tified as independent predictors of cirrhosis were age,
fibrosis stage, GGT and AST at baseline (Table 3).

APRI, FIB-4 and Forns scores were also independent
predictors of cirrhosis development if the individual vari-
ables contained in the scores were removed from the
analysis (data not shown). As expected, when performing
the same analysis in the overall estimation cohort (re-
sponders and nonresponders), the same variables were
identified as independent predictors for cirrhosis devel-
opment, as well as failure to achieve virological response.

Aliment Pharmacol Ther
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Figure 1 | Survival function for
cirrhosis observed in patients
achieving SVR and in
nonresponders (log-rank

P < 0.001).
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Table 2 | Baseline characteristics and hazard ratios (95% CI) estimates for the development of cirrhosis among
nonresponder patients in the estimation cohort

Cohorts
No cirrhosis (n = 321)* Cirrhosis (n = 123)* HRT [95% CI] P-valuet

Age (years) 39 (32-50) 51 (41-57) 1.05 [1.04-1.07] <0.001
Sex (males), n (%) 206 (64.2%) 66 (53.7%) 1.25 [0.89-1.77] 0.20
AST (U/L) 56 (40-77) 76 (51-105) 1.01 [1-1.01] <0.001
ALT (lU/L) 91 (65-138) 109 (68-160) 1.01 [1-1.01] 0.023
GGT (IU/L) 36 (23-62) 54 (36-93) 1.01 [1-1.01] <0.001
AP (IU/L) 153 (131-183) 179 (139-221) 1.01 [1.01-1.01] <0.001
Glucose (mg/dL) 93 (86-100) 101 (91-110) 1.01 [1.01-1.01] <0.001
Cholesterol (mg/dL) 175 (153-196) 172 (154-195) 1.01 [1-1.01] 0.590
Platelets (x10%) 197 (166-231) 182 (153-220) 1.01 [0.99-1.01] 0.138
APRI 0.63 (0.4-0.9) 0.92 (0.6-1.4) 1.39 [1.24-1.56] <0.001
FIB-4 116 (0.8-1.6) 1.83 (1.2-2.7) 1.39 [1.29-1.50] <0.001
Forns 4.4 (3.3-5.5) 5.5 (4.7-6.6) 1.59 [1.41-1.79] <0.001
HCV genotype

la 54 (17.3%) 14 (1.7%) 1 0.002

b 190 (60.9%) 92 (76.7%) 1.34 [0.78-2.31]

2 9 (29%) 3 (2.5%) 0.51 [0.177-1.53]

3 19 (6.1%) 4 (3.3%) 0.35 [0.13-0.96]

4 16 (5.1%) 1(0.8%) 0.2 [0.03-1.51]

Nontypable/unavailable 24 (7.7%) 6 (5.0%) 0.5 [0.19-1.3]
Liver fibrosis (baseline)

Minimal/portal fibrosis (FO/F1) 256 (79.7%) 64 (52%) 1 <0.001

Fibrosis beyond portal tract (F2) 27 (8.4%) 25 (20.8%) 316 [1.99-5.02]

Bridging fibrosis (F3) 19 (5.9%) 24 (20.0%) 3.91 [2.51-6.08]

Insufficient material/no biopsy 44 (5.3%) 23 (5.0%) 1.73 [0.83-3.60]
Follow-up (years) 10 (5-14) 14 (10-17) 0.99 [0.99-1] 0.007
HCC development n (%) 2 (0.6%) 21 (171%) 17.89 [12.4-25.8] <0.001
Death on follow-up n (%) 14 (4.4%) 21 (17.4%) 0.8 [0.11-0.28] <0.001
* Qualitative variables are expressed as n (%) and quantitative variables as median and interquartile range (P25-P75).
T Using Cox-Regression analysis.
Aliment Pharmacol Ther 5
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Construction and validation of a model to predict the
individual risk of developing cirrhosis

In order to construct a model to calculate the individual
risk of cirrhosis development, quantitative variables were
categorised by the best cut-off point according to the
area under the ROC curve (AUROC): AST <100 (0)
AST > 100 (1), GGT < 40 (0) GGT > 40 (1), age < 40
(0) age > 40 (1), fibrosis stage FO-1 (0), F2-F3 (1)
(Table 3).

The following models were constructed (Table 4): (i)
Model I, which included all four variables (age, fibrosis
stage, AST and GGT); (ii) Model II, which was aimed to
assess patients without a liver biopsy and thus included
age, AST and GGT; (iii) Model III, which resulted from
the combination of fibrosis stage, AST and Forns score.

As shown in Table 5, all models presented similar
diagnostic accuracy expressed by ROC analysis and
importantly, their value remained very high over time (5
and 10-year prediction from baseline). Harrell’s C-Index

Table 3 | Variables independently related to the
development of cirrhosis by Cox-regression analysis in
nonresponders (estimation cohort)

Nonresponders (n = 444)

HR [95% Cl] P-value

Fibrosis stage at baseline 3.80 [2.62-5.51] <0.001
(F2-F3 vs. FO-F1)

Age >40 years 3.16 [2.05-4.89] <0.001

AST >100 IU at baseline 2.41 [1.63-3.56] 0.005

GGT >40 IU at baseline 2.77 [1.86-4.11] <0.001

AST, aspartate aminotransferase; GGT, gamma glutamyl
transpeptidase.

Age, AST and GGT were categorised by the best cut-off point
according to the area under the ROC curve.

Table 4 | Constructed Models and baseline variables
included in each model

Models Variables at baseline

Model | Fibrosis stage F2-F3 (vs. FO-F1)
Age >40 years
AST >100 IU
GGT >40 IU
Model Il Age >40 years
AST >100 U
GGT >40 U
Model IlI Age >40 years
AST >100 U
Forns score

[95% CI] for the overall follow-up were calculated: 0.837
[0.696-0.944] (Model I); 0.841 [0.705-0.944] (Model II)
and 0.839 [0.695-0.947] (Model III), respectively, which
were higher than those for each variable alone. In addi-
tion, comparisons between multivariate models using C-
Index were not significant (P > 0.4).

A simple score was then constructed by adding up to
a constant the value of each variables’ regression coeffi-
cient multiplied by 0 or 1, according to the cut-off points
described above (Table 6).

As an example, the associated probability of develop-
ing liver cirrhosis after 5 years of follow-up in a 60 year-
old patient with GGT of 100 IU and AST of 200 IU
using Model II would be:

Score: —6.188 + 2.037 + 1.668 + 1.108 = —1.375
The probability is now derived from the formula:

1
prob = ] ;prob = 1 =0.202

+ e—[—1.375]
(20.2%)

1+ e—[—score]

The probability of cirrhosis in this individual would
be 20% and 33% at 5 and 10 years of follow-up respec-
tively. Using the same model, in a 35 year-old patient,
with GGT <40 IU and AST <100 IU the probability of
developing cirrhosis would be only 0.2% and 1.2% at 5
and 10 years of follow-up respectively.

When applying the constructed logistic model to esti-
mate the 10-year cirrhosis probability, Kaplan—-Meier
curves showed a good discriminative value among risk
groups. Indeed, using these models nonresponder
patients could be stratified into different categories
according to their risk of developing liver cirrhosis after
10 years of follow-up. According to models I and III,
which are constructed with 4 different variables, patients
could be stratified into low (<5%), intermediate (5-20%)
and high risk groups (>20%). Model II, combining only
3 categorical variables, accurately stratified patients into
a low (<5%) and a high risk group (=5%) for cirrhosis
(Figures 2—4).

When assessing the reproducibility of the model for
the odds ratio estimates in the validation cohort (244
nonresponders), all models showed a good accuracy with
AUC between 0.79 and 0.87 as is shown in Table 5.

Variables predicting liver-related events

During follow-up, 83 patients presented clinical events,
including decompensation (n = 42) or HCC (n = 41). In
the estimation group, a total of 26 patients developed

Aliment Pharmacol Ther
© 2015 John Wiley & Sons Ltd

Prediction of cirrhosis development in HCV patients

Table 5| Assessment of the models in the estimation and validation cohorts

Estimation cohort*

Validation cohortf

Fibrosis stage

at baseline
F2-F3 vs.
Time-point ~ FO-F1 (ref.) Age >40 GGT >40 AST >100 ROC ROC
Model at follow-up OR [95% Cl] OR [95% Cl] OR [95% ClI] OR [95% ClI] AUC [95% CI1f AUC [95% Cl]
| 5 years 5.72 [2.40-13.61]1 5.35[1.55-18.49] 4.69 [1.54-14.28] 2.49 [110-5.63]  0.882 [0.821-0.942] 0.859

[0.806-0.911]

10 years 272 [1.59-4.65]  3.68 [196-691] 517 [270-9.88] 1.61[0.90-2.88] 0.825[0.779-0.8711 0.853

[0.806-0.900]

Il 5 years 7.67 [2.28-25.79] 5.30 [1.75-16.03] 3.03 [1.39-6.60] 0.837 [0.775-0.900] 0.769
[0.676-0.862]
10 years 4.75[2.59-873] 546 [293-10.16] 1.61[0.93-2.79] 0.802 [0.758-0.847] 0.811
[0.756-0.8671
Fibrosis stage Forns AST >100 ROC ROC
at baseline
F2—F3 vs.
FO—F1 (ref)
1l 5 years 7.24 [2.88-18.24] 2.23 [1.61-3.09] 2.59 [1.10-6.15] 0.915 [0.881-0.949] 0.856

10 years 2.85 [1.67-4.87] 1.72 [1.43-2.07]

[0.770-0.942]
191 [1.06-3.46] 0.797 [0.741-0.853]  0.871
[0.812-0.930]

* Multivariate logistic regression and ROC analysis of factors associated with progression to cirrhosis in nonresponder patients

(Estimation cohort).

+ Assessment of the models for the odds ratio estimates in the validation cohort.

1 Calculated Harrell's C-Index [95% CI] for the overall follow-up were: 0.837 [0.696-0.944] (Model 1); 0.841 [0.705-0.944]
(Model II) and 0.839 [0.695-0.947] (Model IIl) respectively. C-index [95% Cl] for Univariate models were: Fibrosis stage: 0.661
[0.521-0.777], Age >40: 0.645 [0.53-0.74], GGT >40: 0.641 [0.52-0.742], AST >100: 0.605 [0.467-0.72] and Forns: 0.702

[0.558-0.822].

Comparisons between multivariate models using C-Index were not significant (P > 0.4).

Table 6 | Regression coefficients used to construct the scores and calculate the individual probability of cirrhosis

Fibrosis stage at baseline

F2-F3 vs. FO-F1 Age >40 years GGT >40 IlU  AST >100 IU
FO-F1 (0) <40 (0) <40 (0) <100 (0)
Model Time-point at follow-up  Constant (1)  F2-F3 (1) >40 (1) >40 (1) >100 (1)
| 5 years —6.535 1.744 1.676 1.545 0.913
7 years —5.009 1.471 1.222 1159 0.645
10 years —4.554 1.000 1.301 1.642 0.479
Il 5 years —6.188 - 2.037 1.668 1108
7 years —4.807 - 1.546 1.304 0.780
10 years —4.430 - 1.559 1.697 0.477
Fibrosis stage Forns AST >100 1U
I 5 years —8.897 1.980 0.803 0.954
7 years —6.351 1.566 0.537 0.750
10 years —5.483 1.049 0.542 0.648

clinical decompensation (20 ascites, 3 variceal bleeding, 1
hepatic encephalopathy, 1 SBP); all of them were nonre-
sponders. HCC was diagnosed in 23 patients; two had
previously achieved SVR but had bridging fibrosis at
baseline (Table 1). Variables independently associated
with the development of clinical decompensation or
hepatocellular carcinoma were the same identified for
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progression to cirrhosis [Tables S1 and S2 (A-B)].
Importantly, the constructed models showed high accu-
racy for predicting the probability of developing clinical
decompensation, with AUCs of 0.84 (model I); 0.80
(model II) and 0.87 (model III) after 10 years of follow-
up respectively. The latter data support the strength of
these models to predict progression to cirrhosis.
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Observed probability of cirrhosis for nonresponders. Model I.
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DISCUSSION

IFN-based therapies are being replaced by all-oral com-
binations, at least in those areas of the world in which
these molecules are approved and affordable. In this set-
ting, the correct identification of patients at risk of pro-
gression to cirrhosis, as well as those with a very low
likelihood of progression, is very relevant. However, data
on the natural history of patients with mild CHC are
scarce, since large cohorts and long follow-up periods
are required to assess clinical outcomes.

of chronic liver disease. However, liver biopsy is an

8

Evaluation of liver fibrosis is crucial in the assessment

Figure 2 | Observed survival
function for patients classified
as having a predicted
probability of cirrhosis of <5%
or >5% to 20% or >20% at
10 years according to model |
(Fibrosis stage 2-3 vs. 01,
Age > or <40 years, AST > or
<100 1U/L, GGT > or <40 U/
L). Log-rank P < 0.001 for all
cases (Figures 2-4: Total
number of nonresponders at
risk at different time points
may be lower than in Figure 1
due to some missing values in
the model variables).

Figure 3 | Observed survival
function for patients classified
as having a predicted
probability of cirrhosis at

10 years of <5% or >5%
according to model Il (Age >
or <40 years, AST > or

<100 1U/L, GGT > or <40 U/
L). Log-rank P < 0.001.

invasive procedure and its accuracy may be limited by
sampling error and inter and intra-observer validation."®
Besides, liver biopsy cannot be repeated during follow-up
to assess disease progression, as it may be associated
with higher morbidity. In recent years, efforts have been
made to develop non-invasive methods for fibrosis stag-
ing. Some of the surrogate markers of liver fibrosis have
shown a good accuracy; however, data on the usefulness
of such methods to predict clinical outcomes are scarce
as most studies are transversal and others aim to predict
liver-related events in patients who already present
advanced liver disease.'®
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Predicted probability of cirrhosis for nonresponders. Model Ill.
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The main aim of our study was to develop and validate
a simple model to accurately predict individual probabili-
ties to develop liver cirrhosis. We retrospectively assessed
a large number of patients mainly with mild stages of
fibrosis at baseline, who underwent anti-viral therapy and
were prospectively followed up for a median of 12 years.
As expected, patients who achieved an SVR had excellent
outcomes, with a very low incidence of cirrhosis (<1% at
10 years) and no cases of clinical decompensation. In
accordance to previous data,'” '® the risk of HCC
remained very low after SVR [two patients (0.33%), both
with baseline bridging fibrosis]. On the contrary, the
cumulative probability of developing cirrhosis during fol-
low-up was remarkably high in nonresponders (7% at
5 years and 22% at 10 years), reinforcing the need of
tools to accurately predict the risk of fibrosis progression.
The clinical variables associated with the development of
liver cirrhosis were the presence of significant fibrosis at
baseline, older age, and high AST and GGT levels, which
have been previously shown to be related to fibrosis pro-
gression in patients with CHC."* %!

According to the more recent international guidelines,
all patients with chronic hepatitis C infection should be
referred and considered for anti-viral therapy. The appro-
priate drug combination should be chosen depending on
HCV genotype and subtype, the severity of liver disease
and the availability of the different therapies in each coun-
try. IFN-containing regimens have globally been replaced
by all-oral, IFN-free therapies with DAAs, at least in those
areas of the world where these regimens are approved and
their cost is covered.” Nevertheless, the huge economical
differences between countries make IFN-free therapies not
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affordable for all Health Care systems. In countries where
the indication of DAAs may be restricted because of bud-
get constraints, a careful selection of candidates at risk of
disease progression is crucial.

Using baseline variables with an independent predic-
tive value, we constructed three models to forecast indi-
vidual probabilities for developing liver cirrhosis over
time. Model I included AST, GGT, age and fibrosis stage,
while model II was simplified by excluding the informa-
tion provided by liver histology. Model III was generated
by including well-known and validated non-invasive
fibrosis scores. All three models were equally accurate at
estimating the individual risk of progression to cirrhosis
among nonresponders in the long-term. Moreover, the
classification of nonresponder patients according to the
associated baseline probability of developing cirrhosis
obtained from the multivariate logistic model was
discriminative in our sample throughout the follow-up
period: the highest risk group had a probability of devel-
oping cirrhosis greater than 20% over 10 years, while the
lowest risk group was associated with a very low proba-
bility of developing cirrhosis (<5%). The latter may be
reassuring (both for doctors and patients) if these indi-
viduals are advised to defer therapy.

Figures for models I and III are almost identical as both
take into account fibrosis stage either by histological
assessment or by Forns index value (Figures 2 and 4).
Model II, which is based only in three variables, was accu-
rate at identifying those patients with a very lower risk of
progression but did not discriminate between individuals
with intermediate and high risk of cirrhosis development
(Figure 3). Importantly, the assessment of the repro-

9
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ducibility of the models in the validation cohort showed
equally good results even in the long-term follow-up, thus
strengthening the statistical power of the models.

Our study has several limitations. The first derives from
the lack of paired biopsies in order to establish the diagno-
sis of cirrhosis, which would have provided further valida-
tion to our findings. Nevertheless, we believe that the
established criteria for diagnosing liver cirrhosis were
those used in routine clinical practice'> '* and are very
accurate. For those patients in whom the diagnosis relied
on US, and in order to exclude inter-observation bias, the
US images were recovered and blindly re-assessed by
expert radiologists to confirm the diagnosis of cirrhosis.
Nonetheless, the fact that the same variables of the models
were also associated with clinical decompensation or HCC
(outcomes not subjected to inconsistencies) strengthens
the criteria used to diagnose cirrhosis in this cohort.

A second limitation is the lack of a baseline transient
elastography (TE), which is widely used in Europe to
assess the fibrosis stage.”> ** However, the method was
implemented in our Unit in 2005 and thus, the data was
not available in most patients. If a baseline TE might
improve the predictability of our current models needs
to be assessed in future studies. Third, a selection bias
cannot be excluded due to the retrospective nature of the
study; our models would need further validation in a
prospectively followed cohort.

Finally, in a few years from now and in a decreasing-
cost scenario, anti-viral therapy might be offered to the
patients even if they have a very low risk of cirrhosis
after 10 years.

The strengths of our study are the large cohort of
patients with a well-characterised disease and the fact
that patients were followed in two large referral centres
by an established protocol and the long follow-up period.
An additional strength is that besides identifying patients
at highest risk of progression of cirrhosis, our models
are able to recognise those patients with a remarkably
low risk of progression, thus facilitating clinical decisions
in routine practice.

In conclusion, sustained virological response to inter-
feron-based therapy in patients with noncirrhotic CHC

eliminates liver-related complications in the long term.
Among patients with chronic hepatitis C, modelling
based on simple laboratory and clinical data is helpful at
identifying the individual risks of progression to cirrhosis
and could be used in clinical practice to better allocate
patients in treatment protocols.

SUPPORTING INFORMATION
Additional Supporting Information may be found in the
online version of this article:

Table S1. Variables independently related to the devel-
opment of clinical decompensation or HCC by Cox-
regression analysis in nonresponders.

Table S2A. Multivariate logistic regression and ROC
analysis of factors associated with clinical decompensa-
tion or HCC development in nonresponder patients.

Table S2B. Regression coefficients used to construct
the scores and calculate the individual probability of
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Hepatic venous pressure gradient (HVPG) is associated with a risk of liver events in patients
with chronic hepatitis C. Antiviral therapies that lead to a sustained virologic response (SVR)
reduce portal pressure and prevent liver disease progression. However, it is not clear to what
extent the progression of hepatitis C is modified once patients develop cirrhosis with severe
portal hypertension (CSPH) (HVPG = 10 mm Hg). We assessed the effects of HVPG and SVR on
the risk of liver decompensation, hepatocellular carcinoma, and/or death in patients with

We collected data from 100 patients with hepatitis C and compensated cirrhosis who under-
went HVPG measurement 3 months or less before (baseline) and 24 weeks after therapy with
pegylated interferon alfa-2a and ribavirin at 4 hospitals in Spain, from 2001 through 2009. SVR
was defined as undetectable serum HCV RNA level 24 weeks after treatment ended. Clinical data
were collected until death, liver transplantation, or December 2012 (median, 5 y; interquartile

Seventy-four patients had CSPH at baseline and 35% of patients achieved an SVR. During the
follow-up period, 19 patients developed liver decompensation (ascites, variceal bleeding, or
encephalopathy). The actuarial probability values for liver decompensation at 1, 5, and 7 years
were 3%, 19% and 22%, respectively. The baseline level of HVPG, but not SVR, was associated

BACKGROUND & AIMS:
hepatitis C-related cirrhosis.
METHODS:
range, 1.4-7 y).
RESULTS:
independently with the risk of liver decompensation.
CONCLUSIONS:

Patients with CSPH, regardless of an SVR to therapy for hepatitis C, remain at risk for liver
decompensation within the first 5 years after treatment; they should be monitored closely.

Keywords: HCV; Cirrhosis; HVPG; Treatment.

hronic hepatitis C virus (HCV) infection is a

C common progressive liver disease that affects
more than 170 million people worldwide and it is a major
cause of death and liver transplantation. The main goal of
viral clearance is to prevent disease progression. In this
sense, several reports have linked sustained virologic
response (SVR) to histologic improvement' and to a pos-
itive impact on clinical outcomes in patients with advanced
liver disease, particularly in patients with cirrhosis.**

In patients with compensated cirrhosis, measurement
of hepatic venous pressure gradient (HVPG) accurately
predicts the risk of developing portal hypertension-
related complications.*” Indeed, an HVPG of 10 mm Hg
or greater (clinically significant portal hypertension

[CSPH]) in patients with compensated cirrhosis is asso-
ciated with a higher risk of clinical decompensation,
development of hepatocellular carcinoma (HCC), and
death during follow-up evaluation.”® In addition, HVPG

Abbreviations used in this paper: AVB, acute variceal bleeding; Cl, confi-
dence interval; CSPH, clinically significant portal hypertension; FHVP, free
hepatic venous pressure; HCC, hepatocellular carcinoma; HCV, hepatitis
C virus; HR, hazard ratio; HVPG, hepatic venous pressure gradient; HVPG-
12w, HVPG measured 12 weeks after initiation of treatment; HVPG-FU24w,
HVPG 24 weeks after end of treatment; IQR, interquartile range; LS, liver
stiffness; LT, liver transplantation; SVR, sustained virologic response.

@ Most current article

© 2015 by the AGA Institute
1542-3565/$36.00
http://dx.doi.org/10.1016/j.cgh.2015.04.013

61



62

October 2015

also can predict the long-term outcome of recurrent HCV
infection after liver transplantation.” HVPG is also a
reliable marker for disease progression in chronic hep-
atitis C and it has been suggested to be a potential sur-
rogate end point for patients undergoing antiviral
therapy®®® or other treatments for cirrhosis.

Some data suggest that antiviral therapy decreases
HVPG even in patients with advanced cirrhosis, probably
related to a decrease in necroinflammatory activity,
which in the long term leads to fibrosis regression.’
However, data are limited to what extent a virologic
cure will modify the risk of developing liver decompen-
sation once patients already have cirrhosis with severe
portal hypertension (CSPH: HVPG > 10 mm Hg). This is
especially relevant with the arrival of interferon-free
regimens with a better safety profile and SVR rates
higher than 90% in cirrhotic patients.'’'? The number
of patients with advanced cirrhosis and severe portal
hypertension who will be treated will increase.

Our study aimed to assess, in a cohort of patients with
HCV-related cirrhosis, the impact of HVPG and of
achieving SVR on the risk of developing liver decom-
pensation, HCC, and death in patients with HCV cirrhosis
receiving antiviral therapy.

Patients and Methods
Patients

During the period from 2001 to 2009, an HVPG
measurement within 3 months before starting antiviral
therapy with pegylated interferon alfa-2a and ribavirin
was performed in 100 patients with compensated
cirrhosis caused by HCV infection in 4 Liver Units in

100 compensated HCV
cirrhotic patients undergoing
antiviral treatment

v

Baseline HVPG treatment

74 baseline HVPG = 10 mmHg

Y

30 accepted HVPG on
treatment (HVPG-12w)

\

62 HVPG measurement 24w after
treatment (HVPG-FU24w)

Figure 1. Study flow chart.
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Spain (Figure 1). Cirrhosis was proven histologically in
24 patients (24%), and assessed clinically in the
remaining patients (ultrasonographic evidence of liver
cirrhosis,"® HVPG > 6 mm Hg, or presence of esophageal
varices). All patients were Child-Pugh A, none had
portal vein thrombosis, hepatocellular carcinoma, or co-
infection with hepatitis B virus or human immunodefi-
ciency virus. Other causes of liver disease were excluded.
A screening esophagogastroduodenoscopy was per-
formed in all patients. The study was approved by the
local ethics committee and all patients signed informed
written consent.

Antiviral Treatment

All patients received combined treatment with pegy-
lated interferon alfa-2a (180 ug/wk) and weight-based
ribavirin (800-1200 mg/d), the standard of care at the
time of the study design. SVR was defined as undetect-
able serum HCV RNA level at 24 weeks after discontin-
uation of antiviral treatment.

Hepatic Venous Pressure
Gradient Measurement

HVPG was measured within 3 months before starting
antiviral therapy and measured again 24 weeks after the
end of treatment (HVPG-FU24w). In addition, in patients
with baseline CSPH, an intermediate HVPG measurement
was performed 12 weeks after initiating treatment to
assess early changes in HVPG. Hemodynamic studies
were performed after overnight fasting under light
sedation with intravenous midazolam. Under local anes-
thesia, a venous introducer was placed in the right in-
ternal jugular vein using the Seldinger technique. Under
fluoroscopy, a 7F balloon-tipped catheter (Edwards
Lifesciences, Irvine, CA) was guided into the main right
hepatic vein for measurements of wedged hepatic venous
pressure and free hepatic venous pressure (FHVP). The
adequate occlusion of the hepatic vein was checked by
manual injection of a small amount of radiologic contrast
medium. FHVP was measured in the right hepatic vein
close to the inferior vena cava. The portal pressure
gradient was measured as HVPG (the difference between
wedged hepatic venous pressure and FHVP).

Follow-Up Period

Patients were followed up until death, liver trans-
plantation (LT), or until December 2012; the develop-
ment of clinical liver decompensation or HCC was
assessed retrospectively. Clinical liver decompensation
was defined as the occurrence of ascites, hepatic en-
cephalopathy, or acute variceal bleeding (AVB) at any
time during the follow-up evaluation."*'® Until 2005,
the diagnosis of hepatocellular carcinoma was made by
biopsy or by imaging techniques.'” After 2005, the
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criteria for HCC diagnosis were those defined in the
current American Association for the Study of the Liver
guidelines.'®

Statistical Analyses

Continuous variables are reported as means + SD,
and categoric variables are reported as absolute and
relative frequencies. Groups were compared using the t
test or the Mann-Whitney test for continuous variables
when appropriate, and the Fisher exact test was used for
categoric variables. The survival function for the time to
clinical decompensation was estimated by the
Kaplan-Meier method. Survival distributions were
compared using the log-rank test for univariate testing,
and Cox proportional hazard models were used for the
multivariate analyses and to estimate hazard ratios (HR)
and 95% confidence intervals (95% Cls). Logistic
regression models were used to study the predictors of
SVR. Variables with 0.10 significance on univariate tests
were included in the multivariate analysis. The analysis
was performed with IBM SPSS Statistics for Windows,
Version 19.0. (IBM Corp, Armonk, NY). Significance was
established as a 2-sided P value of .05.

Results
Baseline Characteristics

Baseline characteristics of the study population are
defined in Table 1. The mean age was 51 + 8 years, most
were male (74%), infected with genotype 1 (81%), with
a mean viral load of 6 log;y IU/mL, and 58% were
treatment naive. The mean HVPG was 12.7 + 5 mm Hg,
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and 74% of patients had CSPH defined as HVPG of 10
mm Hg or greater. Thirty percent of patients had
esophageal varices, all of them had CSPH. Of these, only
4% required g-blocker prophylaxis according to
guidelines.'®

Virologic Response to Antiviral Treatment
and Baseline Factors Predicting Sustained
Virologic Response

Thirty-five (35%) patients achieved SVR. As shown in
Table 1, genotype 2 or 3 was more frequent among pa-
tients achieving SVR. At multivariate analysis, only ge-
notype (2-3 vs 1-4) was an independent predictor of
SVR (HR, 4.3; 95% CI, 1.3-14; P = .02). We found no
statistical relationship between SVR achievement and
baseline HVPG or the presence of CSPH. Indeed, 29 of 74
(39%) patients with CSPH achieved SVR.

Clinical Outcome and Factors
Predicting Outcome

Patients were followed up for a median of 5.2 years
after the end of antiviral treatment (interquartile range
[IQR], 1.4-7.4). The development of clinical liver
decompensation, HCC, LT, or death was assessed. Uni-
variate and multivariate analyses were performed to
disclose the factors associated with a higher risk of liver-
related events.

Liver decompensation. In 19 patients, the first event
during the follow-up period was liver decompensation,
including ascites, AVB, or hepatic encephalopathy
(Table 2). Only in 1 case did the event (ascites and
spontaneous bacterial peritonitis) occur during antiviral

Table 1. Patient’s Characteristics of the Whole Cohort and According to SVR Achievement

All (n = 100) SVR (n = 35) Non SVR (n = 65) P

Male sex 74 (74%) 23 (65%) 51 (78%) .23
Age, y 51+ 8 5249 5148 .81
Genotype .008

1-4 85 (85%) 25 (71%) 60 (92%)

2-3 15 (15%) 10 (29%) 5 (8%)
Naive 58 (58%) 22 (63%) 36 (55%) .82
Esophageal varices 31 (31%) 14 (40%) 17 (26%) 25
VL baseline log1g 593 + 0.7 57 +0.8 6+ 0.6 .06
AST level, IU/L 102 (67-155) 105 (71-189) 90 (64-155) 44
ALT level, IU/L 120 (84-174) 128 (99-181) 114 (76-167) A7
GGT level, IU/L 76 (56-117) 71 (44-97) 76 (56-118) .30
Bilirubin level, mg/dL 1.1 (0.8-1.3) 1(0.8-1.2) 1.1 (0.8-1.3) 15
Albumin level, g/L 42 + 4 42 + 4 42 + 3.7 .95
Prothrombin time, % 84 + 11 85 +12 84 +8 .51
Platelets, 10%/L 110 (78-140) 105 (85-170) 111 (78-139) 57
Child-Pugh score 5.7 £0.7 5.7 £ 0.6 5.7+ 0.6 .65
Baseline HVPG, mm Hg 127 +5 129+ 5 126 £ 5 .79
HVPG > 10 mm Hg 74 (74%) 29 (83%) 45 (69%) 15

NOTE. Quantitative variables are expressed as means + SD or medians (IQR) according to normal distribution or not. Qualitative variables are expressed as n (%).

Boldface indicates P < .05 or close to statistical significance.

ALT, alanine aminotransferase; AST, aspartate aminotransferase; GGT, y-glutamyltransferase; VL, viral load.
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Table 2. First Event During Follow-Up Evaluation

All (n = 100)
Liver decompensation 197
Ascites 12
Variceal hemorrhage 6
Hepatic encephalopathy 1
HCC 15

40ne patient developed ascites during antiviral treatment.

treatment (week 40). The aforementioned patient had an
undetectable viral load since week 12 and, although
treatment was interrupted at decompensation, he finally
achieved SVR. Overall, the actuarial probability of
developing a first episode of liver decompensation at 1,
5, and 7 years was 3%, 19%, and 22%, respectively.

Child-Pugh score, platelet count, the presence of
esophageal varices and baseline HVPG were associated
significantly with the probability of developing liver
decompensation at univariate analysis, whereas SVR was
not (Table 3). At multivariate analysis, including platelet
count, Child-Pugh score, SVR, and baseline HVPG, only
baseline HVPG (HR, 1.2; 95% CI, 1.1-1.6; P = .05) was
disclosed as an independent predictor for liver decom-
pensation. When stratifying patients by the HVPG value
of 10 mm Hg (CSPH), a threshold value that has been
shown previously to correlate with prognosis, the actu-
arial probability of liver decompensation at 1, 5, and 7
years was 4%, 25%, and 28%, in patients with CSPH, vs
0%, 0%, and 16% in patients without CSPH, respectively
(Figure 24). Of note, 5 patients achieving SVR developed
liver decompensation: 3 patients developed ascites and 2
developed AVB; all 5 patients had CSPH at baseline
(median HVPG, 12 mm Hg; range, 11-16 mm Hg)
(Figure 2B). In 1 patient, liver decompensation was
induced by antiviral treatment, in the remaining 4 pa-
tients we studied the presence of other co-factors that
could be associated with continued liver damage and
only found 1 patient who disclosed occasional cannabis
consumption.19

Hepatocellular carcinoma. Eighteen patients devel-
oped HCC during a median follow-up period of 2.5 years

Table 3. Univariate and Multivariate Analyses of Variables
Associated With the Development of Liver

Decompensation
Univariate HR Multivariate HR
(95% Cl) P (95% Cl) P

Platelet count 0.97 (0.94-0.99) .02
Child-Pugh 3.3 (1.4-3.3) .08

score
Esophageal 5.1 (1.8-14.4) .002

varices
SVR 0.6 (0.2-1.8) 42
Baseline HYPG 1.1 (1.03-1.2)  .007 1.2 (1.1-1.6) .05
Baseline CSPH 7.5 (1-56) .04
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Figure 2.Kaplan-Meier plot for liver decompensation. (A)
Patients at risk depending on the presence of CSPH at
baseline (log-rank, 5.4; P = .02). (B) Patients at risk depending
on the achievement of SVR (log-rank, 0.66; P = .41).

(IQR, 1.5-4 y) after the end of treatment. In 15 patients
this was the first clinical event, whereas 3 patients had
previous liver decompensation (Table 2). The actuarial
probability of developing HCC was 2%, 18%, and 20% at
1, 5, and 7 years, respectively, after the end of treatment.
Achieving SVR or not was not associated with HCC
development. Indeed, 4 of 18 patients who presented
with HCC had achieved SVR. HVPG at baseline was
similar among patients who developed HCC (13.7 +
5.4 mm Hg) and those who did not (12.5 £+ 4.8 mm Hg;
P = .36).

Liver transplantation-free survival. Twelve patients
received a transplant and 9 patients died a median of 3.6
years (IQR, 2.5-5.8 y) after the end of treatment. All
deaths occurred after HCC or liver decompensation. The
actuarial probability of liver transplantation or death
was 0%, 16%, and 22% at 1, 5, and 7 years, respectively.
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Univariate and multivariate analysis of variables associ-
ated with LT-free survival are shown in Supplementary
Table 1. At multivariate analysis including baseline
HVPG and SVR, both variables were associated inde-
pendently with LT-free survival. Seventeen of the 21
patients (80%) who died or received a transplant had
CSPH at baseline, whereas this happened in only 4 of the
patients without CSPH (all non-SVR). Similarly, only 1
patient with SVR had LT; this patient had CSPH at
baseline and suffered an episode of variceal bleeding
2.4 months after the end of treatment.

When analyzing LT or death not related to HCC,
only HVPG, but not SVR, was related to LT-free survival
at multivariate analysis (HR, 1.17; 95% CI, 1.04-1.32;
P =.008).

Effect of Antiviral Treatment on Hepatic Venous
Pressure Gradient

Effect of 12 weeks of antiviral therapy on hepatic
venous pressure gradient in patients with clinically sig-
nificant portal hypertension at baseline. Thirty of 74 pa-
tients with baseline CSPH accepted a second
hemodynamic study after 12 weeks of treatment (HVPG-
12w) (Figure 1). There were no significant differences in
baseline characteristics, rates of SVR, or baseline HVPG
among patients with CSPH participating in this second
hemodynamic evaluation or not (data not shown). In the
whole group (n = 30), HVPG significantly decreased
from 15.5 + 4 to 14 + 3 mm Hg (median decrease, 7.7%;
P = .001). In 12 patients (40%), the HVPG-12w reduc-
tion was greater than 10%; these patients were those
with a higher baseline HVPG (16.5 £ 3.5 vs 14.5 +£ 4 mm
Hg; P = .08), a higher baseline viral load (6.5 vs 5.8 log;o;
P =.03), and a greater reduction in viral load at week 12
(-4.3 £ 2.2 vs -2.6 £ 2 logyo; P = .04). In addition, pa-
tients showing a greater than 10% decrease in HVPG also
showed greater reductions in aspartate aminotransferase
and alanine aminotransferase levels than patients
with HVPG levels decreasing less than 10% (102 + 74 vs
49 + 71; P = .06; and 75 £ 63 vs 29 £+ 67; P = .07;
respectively).

Although the number of patients with HVPG-12w is
small, the rate of SVR was similar in patients with an
HVPG reduction greater or lower/equal to 10% (33% vs
43%). Interestingly, in the 9 patients finally achieving
SVR, the HVPG 24 weeks after the end of treatment was
similar to HVPG-12w (12.9 &+ 2.8 to 12.3 £+ 3.6 mm Hg;
P = .26). However, in patients not achieving SVR (n =
21), HVPG after treatment, significantly increased HVPG-
12w (14.3 £+ 3.5 to 15.7 £+ 5.3 mm Hg; P = .005).

Effect on hepatic venous pressure gradient 24 weeks
after end of antiviral treatment. Sixty-two patients
participated in a new hemodynamic study 24 weeks after
the last antiviral treatment dose (HVPG-FU24w). There
were no differences in baseline characteristics or SVR
rate between patients who had HVPG-FU24w study and
those who did not (Supplementary Table 2). In this
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group, 22 patients achieved SVR (35%). HVPG was
reduced significantly in the SVR group (n = 22; from
11.7 + 4 to 10 + 4.5 mm Hg; median decrease of 14%);
P =.005) but not in the non-SVR (n = 40; from 12.3 £ 5
to 11.9 + 6 mm Hg; P = .25) (Figure 3). Forty-four of
these patients had baseline CSPH. Achievement of HVPG-
FU24w less than 10 mm Hg was higher in SVR patients
(6 of 16; 37%) than in non-SVR patients (6 of 28; 21%),
although the difference was not statistically significant
(P=.3).

In this subgroup of patients who had HVPG-FU24w, 9
patients had liver decompensation. Interestingly, none of
the 29 patients with a HVPG-FU24w less than 10 mm Hg,
independently of achieving SVR (n = 12) or not (n = 17),
presented with liver decompensation, whereas this
happened in 9 of the 33 patients with HVPG-FU24w of 10
mm Hg or higher (1 SVR and 8 non-SVR) (P = .21).

Long-term effect of antiviral therapy on hepatic venous
pressure gradient. In addition, 22 patients underwent an
additional HVPG measurement a median of 5 years (IQR,
3-6 y) after the end of the antiviral treatment; patients
with SVR (n = 8) showed a mean decrease of -5 + 4.8
mm Hg from baseline (3 of them changing from CSPH to
non-CSPH), although it did not reach statistical signifi-
cance (P = .06). On the contrary, long-term HVPG of
patients without SVR (n = 14) showed a mean increase
of 3 + 3.5 mm Hg from baseline (P = .09).

Discussion

Patients with chronic hepatitis C and advanced
fibrosis are at high risk of developing liver decompen-
sation or hepatocellular carcinoma. This risk has been
shown to be related directly to the presence of an HVPG
of 10 mm Hg or greater, or CSPH.*° By contrast,
achievement of SVR after antiviral treatment has been
associated with an improvement in prognosis. The aim of
our study was to assess the role of portal hypertension,
evaluated by HVPG measurements, as a predictor of

SVR {P=.005) nomEVR (P=.25)
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Figure 3. Comparison of HVPG change at baseline and 24
weeks after the end of treatment depending on treatment
response (n = 62). Horizontal line, mean value; dotted line,
HVPG = 10 mm Hg (CSPH). The significant effect on HVPG
was observed in patients achieving SVR (n = 22; P = .005),
but not in non-SVR (n = 40; P = .25).
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long-term clinical outcomes in a large cohort of
compensated Child A cirrhotic patients undergoing
antiviral treatment.

It is important to take into account that in the current
study, although patients were clinically compensated, 74%
of the patients had CSPH at baseline.?’ In the era of
interferon-free oral combinations, cirrhotic patients with
more advanced liver disease (and more severe portal hy-
pertension) in whom interferon-based therapy is contra-
indicated, will be treated with these therapies. However,
the effect of viral suppression on long-term clinical out-
comes in patients with cirrhosis and significant portal
hypertension has yet to be determined. Hitherto, most
studies have included very well compensated cirrhotic
patients with, although not measured, a probably low de-
gree of portal hypertension.?! Indeed, in the Turquoise-II
study, evaluating an all-oral regimen for 12 to 24 weeks'?
in 380 child A cirrhotic patients that showed response
rates greater than 95%, HVPG was not evaluated but the
median platelet count (as an indirect marker of portal
hypertension) was 140,000/mm?, which clearly is higher
than that of our cohort (113,000/mm?). In the other 2
interferon-free studies achieving SVR rates ranging be-
tween 82% and 100%, a lower number of patients with
cirrhosis were included'®'" and less than 5% of these
patients had platelet counts less than 90,000/mm? (28%
in our cohort). Preliminary data on a population of 108
decompensated cirrhotic patients treated with sofosbuvir
and ledipasvir showed SVR rates of 86% to 90%. Although
an improvement in liver function was shown after treat-
ment, data on the degree of portal hypertension and of the
long-term clinical outcome are lacking.**

The results of our study show that baseline HVPG
value before antiviral treatment is a strong predictor of
liver decompensation on follow-up evaluation. HVPG
proved to be superior to the presence of esophageal
varices or platelet count when including them in the
analysis. Indeed, CSPH already may be present in a large
proportion of patients with no esophageal varices or
normal platelet counts.”*** All patients developing liver
decompensation during follow-up evaluation had CSPH
at baseline. On the contrary, neither HVPG nor SVR
predicted the development of HCC during follow-up
evaluation. In agreement with previous findings,
achievement of SVR in patients with cirrhosis does not
completely protect them from developing HCC in the
long term.?*%°

Altogether, these data strengthen and confirm the
major prognostic role of CSPH in patients with
cirrhosis. Although viral clearance was associated with
a significant reduction in HVPG, this effect, at least 24
weeks after the end of treatment, was mild and only
one third of patients with a high-risk baseline situation
with CSPH shifted to a condition of low risk for
developing liver decompensation (HVPG < 10 mm Hg).
The remaining patients, despite achieving SVR, would
remain at risk of liver decompensation and should be
monitored closely with biannual ultrasonography and
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screening for esophageal varices and/or hemodynamic
assessment.

It cannot be discarded that, at some point in the
evolution of cirrhosis and despite achieving SVR, there is
no return to a safe area for developing complications of
portal hypertension. Specific features of extracellular
matrix might explain the differences in fibrosis revers-
ibility after SVR.*’ In that regard, studies in experimental
models of CCl4 murine cirrhosis have shown that despite
stopping the insult, once severe cirrhosis has developed,
fibrosis does not regress. Instead, a shift from a micro-
nodular to a macronodular pattern of cirrhosis is seen.?®
Clearly, more human data on fibrosis regression and
HVPG evolution in the short and long term after
achieving SVR in patients with cirrhosis are required.

In addition, our observation in a small subset of our
SVR patients of an additional reduction in HVPG over
time (median, 5 years after antiviral treatment), may
suggest that regression of advanced cirrhosis may be
delayed, thus maintaining patients at risk for developing
portal hypertension complications during an undeter-
mined period of time after achieving SVR. It therefore is
possible that measuring HVPG only as early as 24
months after the end of treatment may not completely
reflect the potential beneficial effect of achieving SVR.

There were some limitations to take into account in
our study. First, the retrospective nature of our study
may have led to selection bias. Second, Transient Elas-
tography (TE) was not implemented until 2004, there-
fore this additional information was not available in most
patients. Several studies have reported good sensitivity
and specificity for TE to define portal hypertension;
nevertheless, even if high values of liver stiffness are
strongly predictive of cirrhosis and of the presence of
CSPH, the technique is not accurate enough to assess the
severity of portal hypertension.”® Indeed, several studies
have shown the presence of a “gray zone” in TE mea-
surements, reinforcing the concept that HVPG remains an
important tool among patients who cannot be allocated
to a low-risk group or a high-risk group by noninvasive
methods.?” In addition, a control group of well-matched
nontreated HCV cirrhotic patients was not available.
However, the natural history of untreated patients with
HCV cirrhosis is well known, with progressive liver
deterioration and development of portal hypertension.
We are aware that, unfortunately, measurement of portal
pressure gradient is not available at all centers that
manage HCV-related cirrhosis. Nevertheless, it is a safe
technique, well tolerated,*® and reproducible with less
than a 5% to 10% daily variation,®! as well as less sub-
ject to clinical error; therefore it is a reliable marker of
liver disease progression once portal hypertension has
been established and it remains a useful tool in the
management of chronic hepatitis C liver disease.

In conclusion, the results of the current study indicate
that in patients with HCV cirrhosis undergoing antiviral
therapy, the short and medium clinical outcome is
influenced markedly by the severity of the disease as
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evaluated by the presence of CSPH. Despite achieving
SVR, those patients with baseline CSPH are still at risk of
developing liver decompensation. These data will
become even more important in the era of interferon-
free regimens when higher rates of SVR will be
achieved even in patients with advanced fibrosis and
significant portal hypertension.

Supplementary Material

Note: To access the supplementary material accom-
panying this article, visit the online version of Clinical
Gastroenterology and Hepatology at www.cghjournal.org,
and at http://dx.doi.org/10.1016/j.cgh.2015.04.013.
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Supplementary Table 1. Cox Regression Analysis of
Variables Associated With LT or
Death (21 Events)

Univariate Multivariate
HR(©95% Cl) P HR(@©5%Cl) P

Child-Pugh score 1.9 (0.8-4.2) 1
MELD score 1.1 (1-1.4) A7
Esophageal varices 2.3 (0.87-6) .09
SVR 0.2 (0.05-0.92) .03 0.18(0.04-0.8) .023
Baseline HVPG 1.1(0.99-1.16) .09 1.1 (1-1.2) 024

MELD, model for end-stage liver disease.

Supplementary Table 2. Differences Among Patients Who
Accepted or Declined to Undergo a
New HVPG Measurement 24
Weeks After Viral Treatment
(HVPG-FU24w)

Accepted Declined

(n = 62) (n = 38) P
Male sex 46 (74%) 28 (73%) 1
Age, y 53+ 9 50+ 8 .68
Genotype 1 vs no 1 51 (82%) 30 (78%) .79
Genotypes 1-4 vs 2-3 55 (89%) 30 (79%) .24
Naive 35 (56%) 23 (60%) .66
Logio VL baseline 599 + 0.7 58 £ 0.6 .21
Esophageal varices 17 (27%) 14 (37%) .82
AST level, IU/L 120 + 58 98 + 66 .36
ALT level, IU/L 138 + 61 95 + 56 22
GGT level, IU/L 91 + 61 94 + 57 74
Bilirubin level, mg/dL 1+04 0.7 £ 0.5 15
Albumin level, g/L 42 + 4 43+ 3 .67
Prothrombin time, % 84 + 10 93 +9 15
Platelets, 10%/L 131 + 59 96 + 48 .09
Child-Pugh score 5.7+ 0.6 5.7+0.38 5
HVPG baseline 121+ 45 138+ 55 15
HVPG > 10 44 (711%) 30 (78%) .63

ALT, alanine aminotransferase; AST, aspartate aminotransferase; GGT,
y-glutamyltransferase; VL, viral load.
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Abstract:

Background & Aims: Cryoglobulins (circulating immune complexes of polyclonal
IgG, monoclonal IgM, and rheumatoid factor) are detected in the circulation of 40%—
60% of patients with chronic hepatitis C virus infection and cryoglobulinemic vasculitis
(CV) is observed in approximately 10% of patients. We aimed to assess the clinical and
immune effects of direct-acting antiviral (DAA) treatment.

Methods: We performed a prospective study of 64 patients with HCV infection with
circulating cryoglobulins receiving direct-acting anti-viral therapy at a single center in
Barcelona, Spain from January 2014 through April 2016. Patients were classified as
having CV (n=35) or asymptomatic circulating cryoglobulins (ACC, n=29). Clinical
response was considered complete if a patient’s Birmingham Vasculitis Activity Score
(BVASv.3) was 0, or all affected organs improved 12 weeks after end of therapy. A
complete immunological response (CIR) was defined as detection of no circulating
cryoglobulins and normalized levels of complement and/or rheumatoid factor.

Results: Clinical manifestations of CV included purpura (65%), weakness (70%),
arthralgia (31%), myalgia (20%), peripheral neuropathy (50%), and renal involvement
(20%). At baseline, patients with CV had significantly higher levels of rheumatoid
factor and lower levels of C4 complement than patients with ACC, whereas cryocrits
were similar between groups (3.2% vs 2.6%). Overall, 60 patients (94%) had a
sustained viral response 12 weeks after therapy (SVR12). Among patients with CV, the
median BVASv.3 decreased from 9 (range, 2-31) to 3 (0-12) (P<.001). Twenty-five
patients with CV (71%) achieved a complete clinical response. Immune-suppressive
therapy was reduced for 4/13 patients and withdrawn for 6/13. Overall, 48% of patients
achieved a CIR. A low baseline cryocrit level (below 2.7%) was the only factor
associated with CIR (odds ratio, 9.8; 95% CI, 2.2-44; P=.03).

Conclusions: Viral eradication was associated with clinical improvement in most
patients with CV. Markers of immune activation, including circulating cryoglobulins,
persisted in 52% of patients with CV or ACC, despite SVR12. A longer follow-up
period after viral eradication might be necessary to ensure a normal immune response.

KEY WORDS: cryoglobulinemic vasculitis, hepatitis C, DAA, antiviral therapy
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Introduction

Approximately 180 million people worldwide are infected with the hepatitis C virus (HCV).
Besides progression to cirrhosis and hepatocarcinoma, HCV patients are at risk of developing
extrahepatic manifestations that include cryoglobulinemic vasculitis (CV). Indeed, HCV
infection is now known to account for more than 90% of all the cases of CV*2. Circulating

mixed cryoglobulins (immune complexes usually consisting of polyclonal IgG and monoclonal

1gM with rheumatoid factor activity) are detected in 40-60% of patients with chronic HCV

infection, although symptomatic vasculitis is observed only in around 10%”.

CV has recently been classified as a secondary systemic vasculitis and named as HCV-
associated CV (HCV-CV)*. Main HCV-CV clinical manifestations include purpura, arthralgia,
weakness, myalgia, polyneuropathy, glomerulonephritis and intestinal ischemia °. Among
them, the presence of renal, intestinal, cardiac or central nervous system involvement confers

a poor prognosis®.

As HCV-CV activity usually correlates with viremia, treatment should be focused on targeting
the potential causal agent. Therefore, antiviral agents are the mainstay of therapy for
secondary vasculitis’. Prednisone (0.5 to 1 mg/kg/day) may also be useful to control disease
activity and depletion of B cells by Rituximab may be necessary in severe HCV-CV cases®.

Despite its side effects and poor tolerance, the combination of rituximab plus Pegylated-

Interferon (Peg-INF)/ribavirin(RBV) compared with antiviral therapy alone has shown better

short and long-term results in patients with HCV-CV®*°.

The goals of antiviral treatment are to achieve sustained virological response (SVR), obtain

clinical response and minimize the use of immunosuppressive therapy. Historically, the
likelihood of attaining complete clinical response with Interferon (IFN)-based regimens was
poor and usually followed by a high relapse rate'’. The addition of the first protease inhibitors
(Telaprevir and Boceprevir) increased response rates to about 70%, but with a significant
increase in side effects' . Currently, the advent of direct-acting antivirals (DAAs) has provided
higher SVR rates and lower toxicity burden to HCV-infected patients. Nevertheless, data on the
clinical and immunological outcomes in HCV-CV patients are scarce due to the limited number
of patients included in previous studies, sometimes the use of suboptimal antiviral regimens

and inclusion of patients with moderate vasculitic activity***#*>'%7,

The aim of this study was to analyze the virological, clinical and immunological outcomes of
patients with HCV-CV or asymptomatic circulating cryoglobulins (ACC) treated with different

DAA-based combinations.

Patients and methods

Patients

Prospective observational study of patients with chronic HCV infection and circulating
cryoglobulins treated with DAA therapies between January 2014 and April 2016. Those who

had detectable circulating cryoglobulins at least on two occasions were candidates to

participate in the study. Patients were classified into 1) asymptomatic patients with circulating
cryoglobulins (ACC) and 2) HCV-CV patients if they accomplished the definition described at
the 2012 Chapel Hill updated consensus for the nomenclature of vasculitides® . In addition,
only patients with at least 12 weeks of follow-up after antiviral treatment were included in the

current analysis.

Exclusion criteria were: 1) Patients with HIV or active HBV infection; 2) Prior history of liver

transplantation; 3) Coexistence of autoimmune diseases

The study was approved by the Ethical Committee of Hospital Clinic and was performed

according to the Declaration of Helsinki.
Antiviral therapy

Different therapy combinations with the new licensed DAAs in Spain were used according to
the EASL guidelines™® and inserted packages. Sustained virological response (SVR12) was
defined as undetectable HCV-RNA levels 12 weeks after treatment cessation. Serum HCV RNA
was quantified by real-time PCR assay (VERSANT 1.0, Siemens, lower limit of detection

15IU/mL). Data on all adverse events were prospectively collected during the follow-up.

Clinical assessment and immunological markers

Baseline clinical evaluation included demographic and laboratory data, involvement of organs

affected by HCV-CV and the use of glucocorticoids or other immunosuppressive agents. Liver

fibrosis was assessed by transient elastography (TE). Cirrhosis was diagnosed by liver biopsy, a
TE value > 14 kPa' , the presence of esophageal varices or ultrasonographic signs of cirrhosis

(nodular liver surface, splenomegaly, and/or ascites)” .
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Clinical features attributed to HCV-CV included general symptoms (fever, myalgia, arthralgia,
weight loss >2kg in the last 6 months), cutaneous signs, sicca syndrome, peripheral and central
nervous system involvement and renal disease (defined when at least two of the following
parameters were present: glomerular filtration rate (eGFR) <60 ml/min/1.73m?, hematuria
and/or proteinuria >0.3 g/24 hours, or when cryoglobulinemic membranoproliferative

glomerulonephritis was confirmed in a kidney biopsy).

Disease activity was evaluated by using the Birmingham Vasculitis Activity Score version 3

(BVAS.v3), which has shown to be useful in different systemic vasculitides®* and it has

previously demonstrated a good correlation with initial disease severity and response to

treatment in HCV-CV patients®. Of note, BVAS.v3 is a clinical index of disease activity with a

weighted score ranging from 0 to 63 points based on symptoms in separate organ systems.

Immunological markers included rheumatoid factor (RF), C4 complement fraction (C4) and 50%

hemolytic complement activity (CH50). Circulating cryoglobulins were quantified from blood

samples stored at 372C for 30 minutes before serum separation. Such serum was later

centrifuged at 372C for 10 minutes and the resulting sample was incubated at 42C for 7 days

before cryoprecipitate examination.

All variables were determined at baseline and 12 weeks after antiviral treatment.

Study Endpoints

Primary endpoints of the study were: 1) rate of SVR12, 2) clinical response in HCV-CV patients

and 3) immunological response in all patients.

Clinical response was complete when BVAS.v3 score =0 or if improvement of all affected

organs. Complete renal response was defined by decrease in proteinuria to <0.3 gr/24h, an

improvement of at least 20% of eGFR when baseline value was <60 ml/min/1.73 m? and
hematuria resolution. Neuropathy improvement (paresthesia and motor deficit) was evaluated
clinically by visual analogue scale and confirmed electrophysiologically when necessary. Partial
clinical response was defined as BVAS.v3 <50% of the baseline score or improvement in at

13,23

least half of the involved organs from baseline . All other patients were clinical non-

responders.

Immunological response was complete when circulating cryoglobulins became negative along

with complement and/or RF normalization and partial when any improvement of

immunological parameters was detected.

Secondary endpoints were: 1) immunosuppressant dose reduction or withdrawal in HCV-CV

patients and 2) predictive factors associated to clinical or immunological response.

Statistical analysis

Continuous variables were reported as median and interquartile range (percentiles 25-75%)
and categorical variables as absolute and relative frequencies. Groups were compared using
the Mann—Whitney test for continuous variables and the Fisher’s exact test for the categorical
ones. Wilcoxon signed rank test was used for the comparison between two paired samples.
Logistic regression analysis was used to estimate the odds ratio [OR (95%Cl)] of predictive
factors associated with the clinical and immunological response. The analysis was performed
with SPSS version 20 (SPSS Inc, Chicago, IL). Significance was established at a two-sided p-value
<0.05.

Results

Baseline characteristics

Approximately 700 chronic HCV-infected patients received DAA-based antiviral therapy in our

center during the study period. Of those, a total of 64 HCV-infected patients had circulating

cryoglobulins. The baseline characteristics of the study cohort are depicted in Table 1. Thirty-
five patients (55%) accomplished the defined criteria of HCV-CV***, while 29 patients (45%)
had asymptomatic circulating cryoglobulins (ACC). A similar distribution of treatment-
experienced patients and antiviral regimens was observed between the two groups. Ten
patients (16%) received an IFN-based DAA combination (5 patients in each group) and the

remaining 54 received IFN-free therapy. There were no differences in baseline characteristics

between groups with IFN-based or IFN-free therapies.

Comparing biological baseline features between groups (Table 1), asymptomatic and vasculitic
patients did not differ regarding laboratory parameters. Nevertheless, female sex was more
frequent in HCV-CV patients (74% vs. 48%; p=0.05) and ACC patients had significantly higher TE
values (17 vs. 11.7 kPa; p=0.02).

The main clinical manifestations in HCV-CV patients included purpura (65%), weakness (70%),
peripheral neuropathy (50%), arthralgia (31%), myalgia(20%), and renal involvement (20%).
Sixteen of the 18 (89%) patients with neuropathic symptoms had an electromyography
confirming peripheral neuropathy (seven presented sensory polyneuropathy, five sensory-

motor polyneuropathy, and four sensory-motor multiplex neuropathy). Among the seven
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patients with renal involvement, five (71%) had a renal biopsy confirming a membrano-
proliferative glomerulonephritis. Regarding immunosuppressive therapy at the time of starting
DAA agents, 13 (37%) HCV-CV patients were on glucocorticoid therapy. The main
manifestation for being treated was purpura (n=6), severe peripheral neuropathy (n=4), renal
(n=2) and intestinal involvement (n=1). Rituximab (375mg/m2/week x 4 weeks) was used in 3
subjects >6 months prior to DAAs due to cryoglobulinemic glomerulonephritis (n=2) and severe

peripheral neuropathy (n=1) but none of the patients was on rituximab at the time of antiviral

therapy. Plasma exchange was performed in one patient with renal involvement and

neuropathy >12 months prior to DAAs.

All patients had type Il cryoglobulins (usually polyclonal IgG/monoclonal IgM), except those

with a cryocrit lower to 2% in whom immunoglobulin component could not be identified

(37%). Overall, around 70% of patients showed decreased C4 fraction and CH50 activity and

most patients in the CV group had a positive RF. HCV-CV patients showed significantly lower C4

and higher RF levels (p<0.05), and slightly higher cryoglobulins levels (3.2 vs. 2.6%, p=0.10).
CH50 activity was similar in both groups (Table 1).

Antiviral therapy: efficacy and tolerance

In all, 60 (94%) patients achieved SVR12; no significant differences in SVR12 rates were
observed between ACC and HCV-CV patients (93 and 94%, respectively). An overall

improvement was observed for the main liver parameters (Table 2). Three patients relapsed at

FU12 and one patient presented a breakthrough at week 4 of treatment; cirrhosis was present

in 2 of the four patients with treatment failure.

Overall, antiviral treatment tolerance was excellent. Around 50% of patients referred no
adverse events. Anemia was the most frequently reported adverse event (26.5%), followed by
asthenia and headache. Only four patients treated with RBV needed erythropoietin due to a
grade 3 anemia (hemoglobin < 8g/dl), whereas blood transfusion was not necessary in any
case. No early discontinuation of antiviral therapy occurred. However, one (2.8%) HCV-CV
cirrhotic patient died due to spontaneous bacterial peritonitis and multiorgan failure after end

of treatment (Table 3).
Clinical response

The overall clinical response in HCV-CV patients was 86% (30/35). Purpura, myalgia, arthralgia
and weakness resolved in 90% (28/32) of patients while 71% (5/7) of patients with renal

involvement experienced complete recovery and neuropathic symptoms improved in 72%

(13/18). Two patients presenting Sicca syndrome and 1 with intestinal involvement were also
asymptomatic at the end of the follow-up. Of note, although two HCV-CV patients did not clear
the virus, one presented amelioration of symptoms (neuropathy) and the other achieved a

complete clinical response (Meltzer triad: purpura, weakness, and arthralgia)®.

When assessing clinical improvement by BVAS.v3, the score decreased significantly from a
median of 9 [range 2-31] to 3 [0-12] points (p=0.001). Among the 25(71%) patients who
experienced a complete clinical response (13 by BVAS.v3=0 and 12 by improvement of all
affected organs), median BVAS.v3 decreased from 5 [2-31] to 0 [0-5] (p=0.001). In addition, in
the five (14%) patients experiencing partial clinical response, BVAS.v3 score decreased from 12

[9-12] to 6 [1-6] (p= 0.06) (Supplementary Table 1).

When specifically analyzing the subgroup of patients with vasculitic nephropathy (n=7, median
eGFR of 40ml/min), 100 % of patients accomplished viral eradication. Moreover, these
excellent SVR rates were followed by complete renal response in 71% (5/7) of subjects with a
significant improvement of eGFR [median= 40 to 54 ml/min/1.73m* p=0.03], decrease of
proteinuria and disappearance of hematuria. These findings were also consistent with a

significantly BVAS.v3 scored decrease from a median of 16 to 3 points (p=0.01).

Cirrhosis stage did not have an influence on the achievement of clinical response. Indeed, a

total of 47% cirrhotic patients and 56% non-cirrhotic patients achieved a clinical response

(p=0.7) and change in BVAS score did not differ between both groups.

Regarding immunosuppressive therapy, glucocorticoid doses could be reduced in 4/13 (30%)
patients, and withdrawn in 6 (46%). Neither rituximab nor plasma exchange sessions were

needed in any patient during the study period.

Immunological response

All immunological parameters improved in both groups 12 weeks after therapy. Circulating
cryoglobulins became undetectable in 45% and 62% of patients in the HCV-CV and ACC group,
respectively (Table 2). Among HCV-CV patients, 42%, 71% and 29% of patients presented
normalization of C4, CH50, and RF levels, respectively. For the ACC patients, the figures were
33%, 41%, and 33%. Overall, 30 patients (48%) achieved a complete immunological response,
43% (15/35) of HCV-CV and 53% (15/29) ACC (p=0.20) ( Figure 1). Despite failure to achieve
SVR12, one patient achieved a complete clinical and immunological response after treatment

with cryoglobulin negativization.
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The relationship between clinical and immunological response among HCV-CV patients was
assessed. Interestingly, the majority (73%) of immunological responders also presented clinical
improvement, whereas immunological parameters normalized only in 37% of patients with
clinical response (For detailed information on antiviral therapy and clinical response, see

Supplementary Table 1).

Predictive factors of clinical and immunological response

We aimed to assess if there were any baseline predictors of clinical and immunological

response. Among HCV-CV patients, we failed to find an association between clinical response

and relevant variables such as treatment regimen and duration, cirrhosis, cryocrit levels or
BVAS.v3 score which might be probably explained by the small number of clinical non-

responders.

At the immunological level, the variables associated with complete immunological response

for both, HCV-CV and ACC patients were: IFN-based therapy, antiviral treatment duration,

baseline cryocrit and RF. Of note, patients treated for 24 weeks had a higher rate of cryocrit
negativization (70% vs. 44%; p=0.05), C4 improvement (75% vs. 48%; p=0.05) and higher rate
of complete immunological response [70% (14/20) vs. 37% (16/44); p=0.01)] compared to
those treated for 12 weeks. However, when a multivariate analysis was performed, only the
presence of a baseline cryocrit <2.7% (median value) was independently associated to the

achievement of complete immunological response (OR =9.8 [2.2-44], p=0.03) (Table 4).

Discussion

The landscape of antiviral therapy in HCV-infected patients has dramatically changed with the
new DAAs'®. However, few data are available regarding safety and efficacy of the new drugs in
CV and particularly in patients with asymptomatic circulating cryoglobulins (ACC), which are at
risk of developing CV. Recent studies in CV patients have included only patients under

Sofosbuvir-based regimens %%

. Therefore, a broader experience on different DAA
combinations is needed to elucidate unresolved issues, particularly the efficacy of these

regimens in achieving and maintaining clinical and immunological response.

The results of our study showed a greater immunological activation (higher circulating
cryoglobulins, lower C4 and CH50 and raised RF) in HCV-CV patients compared to ACC. This

finding is explained by a correlation between CV damage and the amount and structure of the

10

circulating cryoglobulins, particularly by the presence of RF, which can activate the
complement cascade *°. Although these findings had been already described in HCV-CV

patients ?°, our data show an immunological activation in patients with ACC as well.

The goals of antiviral treatment in patients with HCV-CV are not only achieving SVR but also
symptomatic response of CV and minimization of the use of immunosuppressive therapies.
Antiviral treatment efficacy was high in both groups (94% SVR12) regardless of the type of
antiviral regimen. Disappearance of purpura, arthralgia, myalgia, and weakness was reported
in nearly 90% of CV subjects. BVAS.v3 score, a generic tool designed for all types of vasculitis,
was used in order to assess the clinical disease status before and after HCV therapy. BVAS.v3
not only can anticipate disease damage but is also predictive of lower survival when the score
is >8 points 2**” ,which occurred in >50% (n=19) of the HCV-CV patients. Despite this high
value, a complete clinical response rate of 71% was achieved, reinforced by an overall BVAS.v3

decrease to a median of 3 points. Although the rate of clinical response is similar to that

|17

reported in a recent study of Gragnani et al”’; CV patients in our study showed higher baseline

vasculitis activity disease, depicted by a mean BVAS.v3 score of 9 vs. 5.4 points'’, respectively.

Kidney involvement has frequently been associated with unfavorable virological and clinical

29 However, all of our patients with vasculitic nephropathy

response in HCV-CV patients
achieved SVR12, and 71% also a complete clinical response, suggesting that vasculitic

nephropathy would no longer be a pitfall for viral eradication with new DAAs.

This is the largest study showing that glucocorticoids could be either tapered or stopped in
most patients after viral clearance with DAA agents, including those with CV nephropathy and
neuropathy. Rituximab was not necessary for any of the HCV-CV patients. These excellent

outcomes might suggest that immunosuppressive therapy from here onwards could be

necessary only in those HCV-CV patients with immediate life-threatening situations.

The clinical response in HCV-CV patients was associated with an immunological improvement
in almost all patients, but this response was complete in only 1/3 of them. The asymptomatic
immunological activation in ACC patients also improved after therapy. However, some degree
of immunological activation was still present in nearly 50% of patients at the end of follow-up.
Similar results have been previously reported with both, IFN and DAAs regimens*®*"3°,

Although a possible explanation of this finding might be that B-cell clonal expansion continues

expanding in a virus-independent fashion, the presence of an overt B cell ymphoma was

| 3132

clinically excluded as wel . These results suggest that clinical recovery occurs first after

viral clearance, and immunological response seems to arise later, probably depending on the

11

83



time required for reversion of the B-lymphocyte clonal expansion producing immunological
changes®*® . Indeed, a longer treatment course which implies a longer virus-free period

appears to favor an immunological response. In Gragnani study, the rate of complete

immunological response increased slightly from 32% at week 12 to 39% at week 24, (although

not all patients had been assessed at this time-point)*’. Thus, a longer observational period

would probably allow us to draw a stronger conclusion regarding immunological and clinical

response.

In summary, this is a prospective and single-center study in which patients were
homogeneously followed-up and it is the first study assessing the immunological impact of
DAA-based therapy at SVR12 in a considerable number of patients with asymptomatic

cryoglobulinemia, which are at risk of developing overt CV.

The results of our study show that SVR correlates with clinical and immunological
improvement in most patients. Indeed, an abrupt decay of HCV-RNA with current DAAs is
associated with a rapid control of clinical vasculitis manifestations, allowing reduction and
cessation of traditional immunosuppressive therapy. A complete normalization of the immune
activation status seems to take longer after HCV clearance. However, these promising results

deserve further evaluation in larger series followed by a longer period of time.

Figure legends

Figure 1 Immunological Parameters in HCV-CV (Panel A) and ACC patients (Panel B) at

baseline and 12 weeks after DAAs regimens.

*Author names in bold (Martin Bonacci and Sabela Lens) designate shared co-first

authorship
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Table 1. Baseline characteristics of the 64 patients included in the study.

Baseline parameters All patients Patients with Asymptomatic patients P
n=64 cry buli ic vasculitis n=35 | with cire cryoglob n=29

Age (years) 61(52-69) 61(53-70) 63(51-68) 0.96
Female sex n{%) 40{63) 26 (74) 14 (48) 0.05
Race n(%)
Caucasian 64(100) 35(100) 29(100)
Clinical manifestations n( %)
Purpura 23(68)
Arthralgia/arthritis 11(31)
Weakness 25(71)
Polyneuropathy 186511
Renal involvement 2(20)
Sicca syndrome 2(6)
Abdominal involvement 1(3)
Viral parameters
HCV genotype, n(%)
1a 7(11) 5014) 2(2) 0.29
1b2 53(83)1 28(80) 25 (86)_1(3.5)
3 1 - 1(3.5)
4 2 2 =

2(6)
Baseline HCV RNA(logyolU/mL) 6.1(5.5-6.4) 5.9 (5.5-6.5) 6.1(5.4-6.3) 0.69
General laboratory
ALT level (IU/mL) 68 (43-137) 64 (34-115) 79 (51-166) 0.09
Platelets(x107/L) 123 (81-172) 150 (84-183) 119 (75-155) 0.22
Creatinine(mg/dl) 0.71(0.64-0.90) 0.78 (0.62-1.04) 0.7 (0.65-0.85) 0.26
Transient Elastography (kPa) 13.6 (9.7-27) 11.7(7.5-20.9) 17 (12-34) 0.02
Cirrhosis n(%) 37 (57) 15 (44) 20 (69) 0.06
MELD score 2.5 (6-10) 7(6-9) 2(6-10 0.30
Cryocrit (%) 2.7 (1.3-5) 3.2(1.5-5.7) 2.6(1.2-3) 0.10
C4 (g/L) 0.08 (0.02-0.14) 0.02 (0.01-0.11) 0.09 (0.06-0.18) 0.02
CHS50 1U/mL 13(11-28) 14(12-29) 12(10-26) 0.11
Rheumataid Factor (1U/mL) 20 (10-97) 80 (10-200) 10 (10-20) 0.01
T n{%)
Naive 26 (41 13 (37) 13(45) 0.62
Null respand 38 (59 22 (63) 16 (55)
DAA Treatment regimens n (%) 0.60
30 20 (31) 10(29) 10(34)
SOF+LDV 18(28) 10(29) 8(28)
SOF+SIM 4(6) 2(6) 2(7
SIM+DAC 4(6) 3(8) 1(3)
SOF+DAC 3(5) 2(6) 1(4)
PegINF+DAAS 10(16) 5(14) 5(17)
Others** 5 (8) 3(8) 2(7)
Use of RBV, n{%) 45(70) 24(69) 21(72) 0.62
Treatment duration 12/24w n{%) 44 (69)/20 (31) 23 [66)/12 (34) 21(72)/8 (28) 0.56
Immunosuppressive therapy n{%)
Corticosteroids 13(37)
Rituximab 3(8)

Continuous data are expressed as median (interquartile range).
PegINF: Pegylated interferon; RBV, Rib. SOF, Sofosbuvir; SIM, P . DAC, Daclatasvir ; 30, Pari /! fOmbi /Dasabe LDV, Ledi

ALT, Alanincaminotransferase; GGT, Gamma glutamil transpeptidase ; MELD,Model for End-Stage Liver disease. ** Grazoprevir+Elbasvir{n=3), Faldaprevirs

Deleobuvir(n=2)

Local laboratory normal range : C4 complement fraction (C4) 0.110-1 g/L; 50% hemolytic complement activity (CH50) 28-60 IU/mL; Rheumatoid Factor (RF) <20

u/mL
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Table 2. Clinical, biological and immunological features before and after DAA therapy

Parameters Cryoglobulinemic Vasculitis n=35 Asymptomatic patients n=29
Pretreatment Follow-up » Pretreatment Follow-up P Table 3. Summary of adverse events during antiviral therapy.

SVR rate n(%) . 33(94) - 27(93) v
Cryocrit (%) 32(1.55.7) 05(014) | 001 26(1.2-3) 0(0-1.1) 0.01
Circulating cryoglobuling, n{3%) 35(100) 19(55) - 29(100) 11{38) -
Ca complement fraction (g/L) 0.02(0.01-0.11) | 0.12(0.050.16) | 0.01 | 0.09 (0.06-0.18) | 0.12 (0.08-:0.17) | 0.02
[ — 26(74). 1543) : 1862) 12(a1) i Adverse Event* HCV-CV patients (n=35) ACC patients (n=29)
CHS0 activity U/mL 14{12-29) 44(25-53) 0.01 12{10-26) 31(14.46) | 0.01 S 5
Reduced CH50 activity n(%] 28(80) 8(22) - 22(76) 13(45) - No Adverse Event 18 (51.4%) 18 (62%)
Rheumatoid factor level (IU/mL) 20 (10-200) 20(10-95) 001 10(10-20) 10(10-10) | 0.04 Anemia (Hb <10 g/dl) 11 (31.4%) 6 (21%)
Positive Rheumatoid factor n(%) 24(69) 17(49) - 9(31) 6(20) - Asthenia 1 (28%) 4 (138%)
ALT level (1U/mL) 64 (34-115) 24(17-28) 001 | 79(51-166) 20(1627) | 0.01 o
Platelets (x1071) 123 (81-172) | 159(107.229) | 0.09 | 119(75-155) | 118(67-170] | 0.98 Headache 2(5.7%) 0
MELD score. 7(6-9) 5(6-8.5) 0.24 9 (6-10) 36-10) 0.25 Pruritus 2 (5.7%) 0
Creatinine Imn‘llmg/)dl) 15(11.7) 125(1.121) | 012 | 0.7(065085) | 0.7(0.62-082) | 0.86 Insomnia 1(2.8%) 1(3.4%)
eGFR{mI/min/1.73m’) 90(53-90) 90(65-90) 020 | 90(81-90) 90(8390) | 0.46 -
Prednisone (mg/day) 10(5-30) 0(0-3.9) 0.01 : = Rash 1(2.8%) 0
Complete chnical remission n(3%) - 25(71) Infection 1 (2,8%) 0
BVAS v3 score 9(a-12) 3(0-6) 0.001 . -
Clinical manifestations n(%)
Burpurg 23(65) 2(6) 001 * Some patients had more than one adverse event.
Arthrolaio 11(31) 103) 0.01
Weokness 25(70) 1(2) 0.01

BVASAA score 42-31) 0(0-6) 0.01

Cryocrit (%) 39(2.2:6.2) 0.7(0-1.6) 0.01
Polyneuropathy 18(50) 5(14) 0.0

BVASVA score 10.5(2-31) 3(0-12) 0.01

Cryocrit (%) 5.6(1.2-10) 03(0-1.4) 0.04
Renal involvement 7(20) 2(5) 0.02

Hematuria >10 RBCs/hpf(n,%) s(71) 2(25) 0.03

Median eGFR(mI/min/1.73m’) 40(31-a4) 54(36-60) 0.03

Proteinuria (g/1) 1.4(1.1-1.9) 0.17(09-18) | 073

Creatinine levels (mg/dl) 1.6(1-1.7) 127(112) | 089

BVAS.v3 score 16(2:31) 3(0-12) 0.03

Cryocrit (%) 6{1.2-15.5) 0{0-1.3) 0.01

SVR, i irologi CH50, 50% i activity (CH50); BVAS.v3, Birmingham Vasculitis
Activity Score; eGFR,glomerular filtration rate.
* Conti data are exp as median (interquartile range) except BVAS.v3 score (median and range)
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AP&T Alimentary Pharmacology and Therapeutics

Predicting the development of liver cirrhosis
by simple modelling in patients with chronic
hepatitis C.

Estudio 1:

El primer trabajo de esta tesis tiene como objetivo elaborar un modelo predictivo
del desarrollo de cirrosis en una cohorte de pacientes con hepatitis crénica C no
respondedores a tratamiento antiviral para poder identificar a aquellos pacientes
con mayor (0 menor) urgencia en recibir los nuevos antivirales orales.

La infeccion crénica por VHC es la principal causa de enfermedad hepética avan-
zada en el mundo y representa una gran carga para los sistemas de salud nacio-
nales. La progresion de la enfermedad, no obstante, es variable. Tras 20 afios de
infeccion se estima una incidencia acumulada de cirrosis del 20% que puede llegar
hasta el 45% a los 30 afos segun las series'®. Sin embargo, las estimaciones sobre
la progresion de la fibrosis dependen en gran medida del disefio del estudio, area
geografica y poblacion seleccionada. En teoria, los estudios de seguimiento a largo
plazo en grandes cohortes representativas de pacientes constituyen el escenario
optimo para la evaluacion del curso natural de la infeccion crénica por VHC. Por
ejemplo, el brote de origen iatrogénico de VHC en una cohorte de receptores de
inmunoglobulina anti-D contaminada en Irlanda (1977-1978) y Alemania (1978-
1979), ha proporcionado una valiosa informacién sobre el curso de la infeccién
por VHC & A los 35 afios de seguimiento, se ha reportado una incidencia de ci-
rrosis hepéatica del 9.7% (67/718 pacientes) en esta cohorte, siendo superior entre
los pacientes no respondedores al tratamiento antiviral (15.3%) y tan soélo del 6%
en pacientes con RVS. Dado que los pacientes sin respuesta al tratamiento antiviral
representan la poblacién con mayor riesgo de progresion de la fibrosis (dada la au-
sencia de otras alternativas terapéuticas hasta la llegada de los agentes antivirales
directos), ésta fue la poblacion diana del estudio. En la era del interferén, las tasas
de respuesta virolégica se situaban en torno al 50% en los pacientes con genotipo
1 (el mas frecuente en nuestro medio) y 4 mientras que en pacientes con genotipo
2 y 3 podia alcanzar hasta el 80%'#.
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Para identificar aquellos factores asociados al desarrollo de cirrosis, se evaluaron
1289 pacientes con infeccion crénica por VHC vy sin cirrosis, que habian recibi-
do tratamiento antiviral basado en interferon entre 1990-2004 en dos centros
de referencia (Hospital Clinic y Hospital del Mar, Barcelona). La presencia de ci-
rrosis se excluyé mediante evaluacion histolégica y clinica. La presencia de otras
comorbilidades hepaticas que pudieran contribuir a una fibrosis acelerada como
coinfeccion VHB, hemocromatosis o hepatitis autoinmune fueron motivo de ex-
clusion. Los pacientes fueron monitorizados segun la practica clinica convencional
mediante analisis anual y, en caso de cirrosis, con analisis y ecografia semestral. El
diagndstico de cirrosis se establecid mediante la presencia de al menos uno de los
siguientes criterios clinicos: estadio de fibrosis F4 en biopsia hepética, presencia de
hipertension portal (GPVH=6 mmHg o varices esoféagicas) y presencia de al menos
2 signos ecograficos sugestivos de cirrosis (contornos hepaticos nodulares, diame-
tro de la vena porta >12mm, esplenomegalia >12cm) en dos estudios de imagen
consecutivos. La fecha de cirrosis se establecié en el primer momento en el que se
detectd alguno de estos criterios.

En el momento de la inclusion en el estudio, la mayor parte de los pacientes pre-
sentaban fibrosis leve (FO-1 METAVIR en el 76% de los pacientes) e infeccion por
el genotipo 1 (67%). Durante un periodo de seguimiento prolongado (mediana de
12 afios y rango intercuartilico 9-16), 601 pacientes (46.6%) alcanzaron RVS tras
un primer tratamiento antiviral (38%). Los 688 pacientes restantes fueron catalo-
gados como pacientes no respondedores (53.4%).

En global, 207 pacientes desarrollaron cirrosis (16%), porcentaje similar al repor-
tado en otros estudios 3. Tan sélo 13 (2.2%) de los pacientes con adquisicién de
RVS fueron clasificados como cirréticos durante el seguimiento, 7 con F3 basal y
el resto con fibrosis leve. Por el contrario, la incidencia acumulada de cirrosis a los
5y 10 anos entre los pacientes no respondedores fue claramente superior, del 7%
y 22% respectivamente.

Los datos resultantes de una muestra aleatoria que contenia 2/3 de los pacientes
de la cohorte global (n=832) se usaron para la construccion de los modelos de pro-
gresion a cirrosis (cohorte de estimacion) mientras que el 1/3 restante sirvio como
cohorte de validacién de dichos modelos predictivos (n=457).

En la cohorte de estimacion (n=832), la probabilidad acumulada de desarrollar
cirrosis a los 3, 5y 7 afos fue del 4%, 7% y 12% respectivamente en los no
respondedores pero menos del 1% en los pacientes que se curaron tras el trata-
miento antiviral. El analisis de las variables asociadas al desarrollo de cirrosis era de
interés, por tanto, especialmente en el grupo de pacientes que habian fracasado
al tratamiento (n=444). En este grupo, las variables clinicas asociadas al desarrollo

de cirrosis fueron la presencia de fibrosis significativa (=F2) basal, edad >40 afios
y AST y GGT elevadas (>100 y >40 UI/L, respectivamente). Datos reportados en la
literatura avalan la asociacion de estas variables con la progresion de la fibrosis en
pacientes con infeccion crénica por VHC 150153,

La combinacion de estas variables permitié la construccion de tres modelos
con el objetivo de predecir el riesgo individual de desarrollar cirrosis. El primer
modelo (I) incluyé las 4 variables (AST, GGT, edad y estadio de fibrosis) mien-
tras que, al excluir el analisis histolégico (no siempre disponible en la practica
clinica convencional) se obtuvo un segundo modelo (ll) simplificado. Finalmen-
te, se generd un tercer modelo (lll) que incluyo el estadio de fibrosis basal, los
niveles de AST y el indice de Forns como marcador no invasivo de fibrosis a
su vez generado por la combinacién de variables clinicas y bioquimicas (edad,
colesterol, GGT y plaquetas).

Los tres modelos lograron una estimacion del riesgo individual de desarrollar cirro-
sis similar (AUROC ~0.80-0.85) asi como estratificar a los pacientes en grupos
de riesgo. Se considerd un riesgo alto de cirrosis si éste era >20% a los 10 afos,
riesgo bajo si éste era inferior al 5% e intermedio si se situaba entre 5-20%. El he-
cho de no incluir la evaluacién histolégica en el modelo Il limitd la discriminacion
entre pacientes con riesgo intermedio o alto de cirrosis pero fue igualmente eficaz
en la deteccién de pacientes con bajo riesgo de progresion. Es relevante resaltar
gue la aplicabilidad de estos modelos para predecir cirrosis en la cohorte de vali-
dacion fue similar (n=457).

Asimismo, conviene destacar que durante el periodo de sequimiento, 83 pacientes
presentaron complicaciones derivadas de la cirrosis (42 de ellos descompensacion
clinica y 41 hepatocarcinoma). Las mismas variables clinicas y bioquimicas se
asociaron de forma independiente al desarrollo de complicaciones derivadas de la
cirrosis y los modelos previamente construidos mostraron una precisién similar con
AUROCs entre 0.80 y 0.87. Este dato refuerza sin duda la solidez de los modelos
para la prediccién de cirrosis.

Entre las limitaciones del estudio destaca la ausencia de biopsias pareadas para
confirmar el diagnoéstico de cirrosis. No obstante, la progresién de la fibrosis es un
proceso dindmico y la realizacién de biopsias seriadas no es clinica ni éticamente
aceptable. Ademas, los criterios clinicos establecidos en el estudio para el diagnos-
tico de cirrosis son los usados de forma habitual en la practica clinica '>*'%%. Para
evitar un posible sesgo, expertos radiélogos evaluaron de forma ciega las image-
nes de aquellos pacientes con diagnéstico ecografico de cirrosis.

En relacion a la evaluacion del grado de fibrosis, la ausencia de datos de elastogra-
fia hepatica puede considerarse otro factor limitante en el estudio. Sin embargo, la
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elastografia no fue implementada en la practica clinica de los centros hasta el afo
2005 por lo que tratdndose de una cohorte con un largo periodo de seguimiento,
esta técnica no estaba disponible para la mayoria de los pacientes. Esta limitacion
deja abierta la cuestion de si la adicion del valor de rigidez hepéatica medido por
elastografia podria mejorar la capacidad predictiva de los modelos.

Clinical Gastroenterology and Hepatology

Association between severe portal hypertension and
risk of liver decompensation in patients with hepatitis
C, regardless of response to antiviral therapy.

Por otro lado, desde un punto de vista metodolégico, este estudio presenta ciertas
caracteristicas relevantes que otorgan mayor validez a los resultados. Se trata de
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una amplia cohorte de pacientes con infeccion crénica por VHC con una evalua-
cion adecuada del grado de lesiéon hepética. Los pacientes fueron monitorizados
en dos centros con amplia experiencia clinica en el manejo de pacientes con he-
patitis C y sequidos durante un largo periodo de tiempo. Ademas de lograr iden-
tificar aquellos pacientes con mayor riesgo de cirrosis, los modelos derivados del
estudio permitieron la identificacion de aquellos pacientes con un riesgo minimo
de progresién con una elevada fiabilidad.

Se considera por tanto, que este sencillo modelo matematico basado en variables
clinicas y de laboratorio podria ser Util en la practica clinica diaria para la toma de
decisiones relacionadas con el manejo clinico y tratamiento de los pacientes VHC.

Estudio 2:

El segundo estudio que contiene esta tesis tiene como objetivo evaluar el impacto
de la respuesta virologica sostenida (RVS) y las mediciones del gradiente de presién
venosa hepatica (GPVH) sobre la historia natural de los pacientes con cirrosis por
VHC e hipertension portal establecida.

Los pacientes con fibrosis avanzada, independientemente de la etiologia de la en-
fermedad hepética, presentan riesgo de desarrollar descompensacion o carcinoma
hepatocelular. Diversos estudios han establecido una correlacion directa entre el
grado de hipertension portal y el riesgo de presentar complicaciones derivadas
de la cirrosis. Asi pues, se ha establecido que el GPVH es un marcador subrogado
de progresion de la enfermedad hepética. Presentar un GPVH igual o superior a
10 mmHg, definida como hipertensiéon portal clinicamente significativa, supone
mayor riesgo de descompensacion y cancer de higado #9>. En una cohorte de 213
pacientes con cirrosis compensada sin varices, el GPVH, el valor de albumina y la
etiologia virica de la enfermedad hepatica se asociaron al desarrollo de carcinoma
hepatocellular. De hecho, presentar un GPVH igual o superior a 10mmHg supuso
6 veces mas riesgo de desarrollar hepatocarcinoma. Asimismo, en esta poblacién,
el valor del MELD y del GPVH fueron los predictores de desarrollo de descom-
pensacion. Por otro lado, el 90% de los pacientes con GPVH inferior a 10 mmHg
continuaban compensados tras un periodo de seguimiento de 4 afos®°>,

Por otro lado, la obtenciéon de RVS tras el tratamiento antiviral se ha asociado a
una reduccién del desarrollo de complicaciones derivadas de la cirrosis 67, dis-
minucién de la mortalidad por todas las causas '?” y por tanto, a una mejoria en el
prondstico de estos pacientes.

Para evaluar el impacto tanto del tratamiento antiviral como de la medicion del
GPVH en la evolucion de pacientes con cirrosis e hipertensién portal, se realizé
un estudio retrospectivo multicéntrico en el que se evaluaron 100 pacientes con
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cirrosis VHC y cateterismo hepéatico en los 3 meses previos al inicio del trata-
miento antiviral con interferon pegilado alfa-2a y ribavirina entre 2001 y 2009.
El diagndstico de cirrosis fue realizado mediante histologia (biopsia hepatica con
estadio fibrosis F4 en escala METAVIR) o evaluacion clinica (GPVH igual o mayor a
6 mmHg, presencia de varices esofagicas, ecografia sugestiva de cirrosis). Todos
los pacientes presentaban cirrosis compensada Child-Pugh A dado que en la era
del interferdn, la presencia de descompensacion o disfuncion hepatocelular era un
criterio de exclusion para recibir tratamiento antiviral (debido a la pobre tolerancia
clinica y alto riesgo de efectos adversos graves en estos pacientes'). Todos los
pacientes fueron sometidos a un estudio endoscdpico previo para descartar la
presencia de varices esofagicas.

Se analizaron los datos de 100 pacientes con GPVH pre-tratamiento. La edad me-
dia en la cohorte fue de 51«8 afos, el 81% eran genotipo 1y el 58% naive a
tratamiento antiviral. El valor medio de GPVH fue 12.7+5 mmHg, presentando
CSPH (GPVH=10mmHg) un 74% de la cohorte y varices esofagicas un 30% de los
pacientes, todos ellos con GPVH=10mmHg.

Un 35% de los pacientes obtuvo RVS al finalizar el tratamiento antiviral, siendo
este porcentaje similar al descrito en otras cohortes de pacientes con cirrosis y
genotipo 1 8. A diferencia de estudios previos '*°, el grado de hipertensién portal
no se relaciono de forma significativa con la obtencion de RVS en nuestra cohorte;
de hecho, el 39% de los pacientes lograron la curacién virolégica a pesar de pre-
sentar CSPH basal. En el andlisis multivariado, el tnico factor predictivo de RVS fue
el genotipo VHC, siendo mayor la respuesta virolégica en pacientes con genotipo
2 0 3(10/15) comparado con genotipo 1 0 4 (25/85).

Durante una media de seguimiento de 5 afos tras el tratamiento antiviral, 19 pacien-
tes presentaron descompensacion clinica (ascitis, hemorragia por varices o encefalo-
patia) y 18 desarrollaron carcinoma hepatocelular (siendo éste el primer evento en 15
pacientes). Al analizar los factores predictivos asociados al desarrollo de descompensa-
cion clinica, se observé que la RVS no protegia de la descompensacion en nuestra co-
horte. De hecho, en un analisis multivariado que incluia la RVS, la puntuacién de Child
(CTP), el recuento plaguetario, la presencia de varices esofagicas y el valor de GPVH,
s6lo el GPVH se asocié de forma independiente al desarrollo de descompensacion (HR
1.2[1.1-1.6], p<0.05). La presencia de CSPH basal permitié diferenciar claramente dos
grupos de riesgo de desarrollo de descompensacién clinica con una probabilidad ac-
tuarial de descompensacién alos 1, 5y 7 afios del 4%, 25% y 28% en caso de CSPH
y tan sélo del 0%, 0% y 16% en ausencia de CSPH.

La obtencién de RVS tampoco logré eliminar por completo el riesgo de desarrollar
hepatocarcinoma, como ya ha sido reportado en otros estudios '%°. En nuestro estudio

no detectamos una asociacion significativa entre la presencia de CSPH y el desarrollo
de carcinoma hepatocelular probablemente debido al escaso nimero de eventos.

Es importante remarcar que tanto la RVS como el GPVH fueron factores predictivos
asociados a la supervivencia libre de trasplante. Sin embargo, al eliminar la morta-
lidad asociada al carcinoma hepatocelular, de nuevo sélo el GPVH se relacioné con
la supervivencia: 17 de los 21 pacientes (80%) que fueron sometidos a trasplante
hepéatico o murieron, presentaban CSPH en la evaluacién basal.

Sin duda, uno de los aspectos mas novedosos de este estudio fue la posibilidad
de analizar el impacto del tratamiento antiviral sobre las mediciones del gradiente
de presiéon portal. La cohorte de pacientes de este estudio supuso una ocasion
Unica para realizar un andlisis del cambio de GPVH intra-tratamiento (pacientes
con cateterismo a las 12 semanas de iniciar el tratamiento con PeglFN y RBV) y
post-tratamiento (al menos 24 semanas tras el fin de la terapia antiviral).

De los 74 pacientes con CSPH basal, 30 aceptaron realizar un nuevo cateterismo
a las 12 semanas del tratamiento. Conviene remarcar que no hubo diferencias
estadisticamente significativas entre aquellos que aceptaron o rechazaron la rea-
lizacion del estudio hemodinamico intra-tratamiento. En este grupo de pacientes
se objetivo un descenso global del valor del GPVH (descenso medio del 7.7% con
respecto al valor basal), probablemente asociado a una disminucion de la activi-
dad necroinflamatoria. De hecho, aquellos pacientes cuyo descenso fue superior
al 10% se caracterizaban por presentar un mayor GPVH basal, mayor carga viral
basal, pero también mayor reduccién de viremia a las 12 semanas. Cabe destacar
que la reduccion del GPVH se mantuvo sélo en aquellos pacientes que finalmente
alcanzaron la RVS mientras que los pacientes no respondedores presentaron un
nuevo incremento del GPVH al suspender el tratamiento.

En relacién al efecto del tratamiento a las 24 semanas de su finalizacién, se ob-
tuvieron datos en un total de 62 pacientes. Tampoco en esta ocasion se hallaron
diferencias entre los que aceptaron el estudio hemodindmico post-tratamiento y
los que no. Como era de esperar, aquellos pacientes que lograron RVS presentaron
una reduccion mayor del GPVH al finalizar el tratamiento que los no respondedo-
res, siendo esta diferencia estadisticamente significativa. Sin embargo, tan sélo un
37.5% presentaron una reduccion del GPVH por debajo de 10 mmHg. Ninguno
de los pacientes con GPVH <10mmHg al finalizar el tratamiento presenté descom-
pensacién clinica durante el periodo de seguimiento del estudio mientras que un
27% de los que persistieron con CSPH, independientemente de la adquisicién de
RVS o no, presentaron descompensacion.

Este hallazgo es uno de los mas relevantes del estudio pues alerta de la impor-
tancia de seguir monitorizando de forma estrecha a aquellos pacientes con per-
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sistencia de valores de GPVH igual o por encima de 10mmHg tras la adquisicion
de la curacion virolégica. Como se ha comentado, esta informacién es de especial
relevancia con la llegada de las combinaciones libres de interferén ya que un ma-
yor ndmero de cirréticos con hipertensién portal o incluso descompensados, seran
candidatos a recibir tratamiento antiviral desconociéndose todavia la historia na-
tural de estos pacientes.

Hasta la fecha, los datos de un ensayo clinico destinado a evaluar la eficacia,
seguridad e impacto clinico de una combinacion libre de interferén en pacien-
tes con CSPH se han presentado Unicamente como comunicaciéon a congreso
161 En este estudio, 37 pacientes recibieron la combinacién de sofosbuvir y
ribavirina durante 48 semanas y fueron sometidos a un cateterismo en los
meses previos al inicio del tratamiento y en el momento de finalizarlo. La tasa
de RVS fue de un 72% pues se trata de una combinacion actualmente no reco-
mendada para pacientes con genotipo 1. Un 38% y un 24% de los pacientes
con GPVH =12mmHg presentaron una reduccién del 10% y del 20% del valor
basal del gradiente respectivamente, pero ningln paciente presentd un GPVH
por debajo de 12 mmHg al finalizar el tratamiento.

Un estudio publicado recientemente ha reportado datos hemodindmicos pre y
post-tratamiento de 100 pacientes tratados eficazmente con antivirales directos
sin interferén en la practica clinica real 2. Entre los pacientes con CSPH basal
(n=41) en este estudio, se refleja una reduccion del 10% del valor basal de GPVH
en un 63% de los pacientes tras la adquisicion de RVS pero tan sélo un 24% lo-
graron un GPVH<10mmHg. Entre las limitaciones del estudio cabe destacar que
no todos los pacientes presentaban cirrosis, tan sélo hay 41 pacientes con CSPH
(actualmente el colectivo en el que existen menos datos) y que el tiempo entre el
fin del tratamiento y el cateterismo post-tratamiento no fue homogéneo.

De estos datos se puede concluir que los tratamientos libres de interferén logran
tasas de curacién altas también en los pacientes con cirrosis e hipertensién portal
clinicamente significativa. No obstante, la obtencién de RVS no logra reducir el
GPVH por debajo del umbral considerado de riesgo para presentar complicaciones
derivadas de la cirrosis en un porcentaje elevado de pacientes. En este contexto, la
recomendacion actual es monitorizar de cerca a estos pacientes tras el tratamiento
y a pesar de la adquisicion de RVS durante un periodo de tiempo indefinido. Seran
necesarios mas estudios con seguimiento clinico prolongado para poder establecer
la historia natural de estos pacientes y poder identificar aquellos factores asocia-
dos a un mejor prondstico.

Asimismo, la asociacién temporal serd imprescindible para poder analizar el efec-
to de la RVS sobre el GPVH a largo plazo. En nuestro estudio, aquellos pacientes

que fueron sometidos a un nuevo cateterismo a criterio médico varios afios tras la
adquisicién de RVS (mediana de 5 afos tras la finalizacion del tratamiento antivi-
ral) presentaron un mayor descenso del GPVH, lo que sugiere que inicialmente la
reducciéon del GPVH a las 24 semanas del fin del tratamiento antiviral Unicamen-
te refleja la desaparicion del proceso inflamatorio asociado a la replicacién viral,
mientras que la regresion de la fibrosis (si se produce) es un proceso que requiere
mas tiempo.

Conviene resaltar algunos aspectos positivos del estudio que se ha presentado. Por
un lado, la obtencion de datos de la evolucién del GPVH durante y tras el tratamiento
antiviral. Por otro lado, el largo de periodo de seguimiento, que ha permitido estable-
cer conclusiones solidas acerca de la evolucidn clinica de estos pacientes.

Entre las limitaciones cabe destacar, como ya se ha comentado previamente, que
es posible que la medicion del GPVH tan sélo 24 semanas tras la finalizacién del
tratamiento no refleje por completo el efecto beneficioso de la adquisicién de RVS.
El valor de elastografia hepatica (ET) no se encontraba disponible en la mayor par-
te de los pacientes pues se trata de una cohorte antigua. Aunque varios estudios
han reportado que la ET es una técnica con una buena sensibilidad y especificidad
para estimar la presencia de CSPH, existe una “zona gris” en la que los pacientes
no pueden ser clasificados con seguridad en una categoria u otra. En el estudio
de Mandorfer y colaboradores 2, el cambio relativo del valor de ET (basal-final
expresado en %) demostré ser una herramienta Util para predecir o descartar la
presencia de CSPH al finalizar el tratamiento, no obstante se observé una reduc-
cién de la capacidad predictiva en aquellos pacientes con mayor hipertensién por-
tal (=12mmHg). Asimismo, los puntos de corte descritos deberan ser validados en
estudios posteriores por lo que hasta la fecha, no se dispone de suficiente informa-
cion para usar la ET como técnica no invasiva para estimar los cambios en GPVH.

105



106

Clinical Gastroenterology and Hepatology

Virological, clinical and immunological outcomes
of patients with hepatitis C virus-associated
cryoglobulinemia treated with direct-acting antivirals.

Estudio 3:

Por ultimo, en el tercer estudio de la tesis se evalUa de forma prospectiva la res-
puesta viroldgica, clinica e inmunolégica de una cohorte de pacientes con crio-
globulinemia mixta (con o sin vasculitis) antes y después del tratamiento antiviral
basado en agentes antivirales directos (DAAs).

Se incluyeron en el estudio todos los pacientes tratados con DAAs entre Ene-
ro/2014 y Abril/2016 con al menos dos determinaciones de criocrito positivo.
Desde un punto de vista metodoldgico, los pacientes se clasificaron en funcién
de la presencia de sintomatologia clinica o no como 1) crioglobulinemia mixta
asintomatica (asymptomatic circulating crioglobulins o ACC) o 2) vasculitis crio-
globulinémica asociada al VHC (VC) segun los criterios de Chapel Hill 7. En los
pacientes con VC se determind, ademas, la puntuaciéon Birmingham Vasculitis
Activity Score version 3 (BVAS.v3) 48163 | a respuesta clinica completa se definié
como BVAS.v3=0 o mejoria de todos los érganos afectos tras el tratamiento. En
caso de reduccion de BVAS.v3 por debajo del 50% del valor basal o mejoria de al
menos la mitad de los érganos, la respuesta clinica se considerd parcial. Por otro
lado, la respuesta inmunoldgica se considerd completa sélo en caso de negativi-
zacion del criocrito y normalizacion de los niveles de C4 o de factor reumatoideo
(FR) tras el tratamiento.

De un total de 700 pacientes con hepatitis C que recibieron tratamiento antiviral
con DAAs en el periodo del estudio, 64 pacientes cumplieron los criterios de in-
clusion, 29 (45%) asintomaticos (ACC) y 35 (55%) con vasculitis (VC). Este es el
primer estudio que reporta los datos de eficacia y seguridad de combinaciones no
basadas en sofosbuvir en pacientes con crioglobulinemia 4>'4¢_ Ademas, diez pa-
cientes recibieron combinaciones antivirales basadas interferéon, 5 en cada grupo.
Todos los pacientes fueron evaluados a nivel basal y 12 semanas tras la finalizacién
del tratamiento antiviral. En cuanto a las caracteristicas basales, no hubo diferen-
cias en los parametros de laboratorio, el tipo de tratamiento antiviral o respuesta

previa al tratamiento entre ambos grupos. El valor mediano de elastografia hepa-
tica fue mayor entre los pacientes con ACC, ya que en este grupo el criterio de
priorizacion del tratamiento se basaba Unicamente en el grado de severidad de la
enfermedad hepatica.

Entre los pacientes con VC, la frecuencia de las principales manifestaciones clinicas
fueron similares a las reportadas en estudios previos. Sin embargo, la puntuacién
mediana de BVAS.v3 al inicio del tratamiento fue claramente superior al reportado
por otro estudio reciente similar'#® (9 vs 5.4 puntos), lo que sugiere que, en global,
los pacientes de este estudio presentaban una mayor afectacién desde el punto
de vista de la vasculitis. Las principales manifestaciones fueron purpura (65%),
debilidad (70%), neuropatia periférica (50%), artralgia (31%), mialgia y afecta-
cion renal (20% en cada caso). En 5 de los 7 pacientes con afectacién renal existia
confirmacién histopatélogica de glomerulonefritis membranoproliferativa. Trece
pacientes (37%) recibfan tratamiento con corticoides en el momento de iniciar el
tratamiento. Tres pacientes habifan recibido rituximab y un paciente plasmaféresis,
pero en ambos casos mas de 6-12 meses antes de iniciar el tratamiento antiviral
(pudiéndose descartar la influencia del tratamiento inmunomodulador en la res-
puesta inmunoldégica).

A pesar de la presencia de crioglobulinas circulantes en ambos grupos, los pa-
cientes con CV presentaban mayor grado de “activacion inmune” (niveles mayo-
res de criocrito y FR y més bajos de C4 y CH50) en comparacién a los pacientes
ACC. Estudios previos han asociado el nivel de crioglobulinas circulantes y de FR
a una mayor activacion de la cascada del complemento, en parte responsable del
dafo histologico propio de la vasculitis164 pero hasta la fecha existen pocos da-
tos sobre el grado de activacion inmune en los pacientes ACC, si ésta se asocia a
mayor riesgo de manifestar una VC y cudl es el impacto del tratamiento antiviral
a nivel inmunolégico.

Los datos de este estudio demuestran, en primer lugar, una alta tasa de eficacia
virolégica global (94%) y similar en ambos grupos. El perfil de seguridad fue ex-
celente, pues aunque la mitad de los pacientes presentaron algun efecto adverso
durante el tratamiento, éstos fueron leves. La anemia fue el efecto secundario méas
frecuente, 4 pacientes recibieron EPO pero ninguno precisé transfusiéon sanguinea.

Entre los pacientes con VC (n=35), la tasa de respuesta clinica fue del 86%.
El 90% de los pacientes con purpura, artralgia y debilidad presentaron remision
completa de la sintomatologfa. Cinco de los 7 pacientes presentaron resolucion
de la afectacién renal (70%) y 13 (72%) de la neuropética. Conviene resaltar que
a pesar de no lograr RVS, un paciente presentd una respuesta clinica completa y
otro parcial. La mejoria clinica se cuantificd con la puntuacién de BVAS.v3 obje-
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tivandose una mejoria de 9 [rango 2-31] a 3 [0-12] 12 semanas tras finalizar el
tratamiento antiviral.

En cuanto a la respuesta inmunolégica, todos los parametros inmunolégicos
mejoraron en ambos grupos tras la finalizacién del tratamiento antiviral. Un 45%
de los pacientes ACC y un 62% de los pacientes con VC presentaron negativiza-
cion del criocrito. En global, un 48% de los pacientes se consideraron respondedo-
res completos desde un punto de vista inmunolégico (43% de los ACC y 53% de
los VC; p=0.20), incluido un paciente que presenté una recaida tras la finalizacién
del tratamiento antiviral.

Es importante destacar que no se encontré una relacion clara entre la obtencién
de respuesta clinica e inmunolégica entre los pacientes con VC. De hecho, a pesar
de que la mayoria de los respondedores inmunolégicos (73%) también presen-
taron respuesta clinica, los parametros inmunolégicos se normalizaron sélo en el
37% de los pacientes con respuesta clinica.

Finalmente, otro de los objetivos de este estudio fue determinar si existian pa-
rametros basales que permitieran anticipar la obtencion de respuesta clinica o
inmunoldgica. Entre los pacientes con VC, no logramos identificar ninguna varia-
ble independiente asociada a la obtencién de respuesta clinica tras el tratamiento
antiviral, probablemente debido al escaso nimero de no respondedores. En la
cohorte global (ACC y VC) sin embargo, la presencia de un criocrito <2.7% (valor
mediano de la poblacion del estudio) fue el Unico factor que de forma estadistica-
mente significativa se asocié a la obtencion de respuesta inmunolégica completa
en el analisis multivariado (OR =9.8 [2.2-44], p=0.03).

Entre las fortalezas de este estudio, conviene destacar varios aspectos desde un
punto de vista metodolégico:

- Este es el mayor estudio que evalta el impacto inmunoldgico del tratamiento
antiviral con DAAs en pacientes asintomaticos con crioglobulinas circulantes.

- Es el primer estudio en el que se han usado combinaciones de DAAs no basa-
das en sofosbuvir.

- La puntuacién BVAS.v3, un indice clinico de actividad de la enfermedad cuya
puntuacién ponderada va de 0-63 puntos, ha sido usado de forma genérica
para evaluar la severidad de las manifestaciones clinicas en las vasculitis, aso-
ciandose a una menor supervivencia la presencia de una puntuacién de >8
puntos. Los resultados de este estudio y el de Gragnani et al '%¢, apoyan la utili-
dad de esta puntuacion para evaluar la afectacién clinica de la VC asociada al

VHC antes y después del tratamiento antiviral con DAAs. Conviene resaltar que
no se han objetivado diferencias en cuanto a respuesta clinica y/o respuesta vi-
rolégica en este estudio entre aquellos con puntuacién de BVAS.v3 por encima
o por debajo de 8 puntos.

- Con otro estudio publicado recientemente’# , este estudio retine el mayor nu-
mero de pacientes con afectacion renal y VC tratados con DAAs. La afectacién
renal se evalué minuciosamente, definiéndose en caso de presentar al menos
dos de los siguientes parametros: tasa de filtrado glomerular (eGFR) <60ml/
min/1.73m2, hematuria y/o proteinuria >0.3 g/24h o biopsia renal confirmato-
ria de la presencia de glomerulonefritis membranoproliferativa. La respuesta al
tratamiento se consideré completa en caso de mejoria de al menos un 20% del
eGFR, descenso de proteinuria a <0.3 g/24h y resolucion de la hematuria.

- Finalmente, en este estudio se demuestra que el tratamiento antiviral basado
en DAAs logra la disminuciéon de dosis o suspension del tratamiento con glu-
cocorticoides, incluso en pacientes con nefropatia y neuropatia. Durante el
periodo del estudio, ningln paciente precisé rituximab u otros farmacos inmu-
nosupresores. Estos datos sugieren que el uso de farmacos inmunosupresores
podria quedar reservado de forma coadyuvante Unicamente para aquellos pa-
cientes con afectacion organica grave.

Finalmente, se presentan algunas de las limitaciones de este estudio. La princi-
pal es la duracién del periodo de seguimiento (12 semanas tras la finalizacion del
tratamiento). No se puede descartar que la sintomatologia asociada a algunas ma-
nifestaciones clinicas de la VC, como la afectacién renal o la neuropéatica, precisen
de un mayor periodo libre de viremia para mejorar. A pesar de haber eliminado el
agente etiolégico, queda todavia por determinar el impacto a medio-largo plazo
de la presencia de crioglobulinas circulantes (55% de pacientes VC y 38% de
ACC). Asimismo, tampoco se puede descartar que a pesar de una respuesta clinica
o inmunoldgica completa, algunos pacientes puedan presentar nuevos brotes de
la enfermedad en un futuro y/o necesiten tratamiento con inmunomoduladores.
Por este motivo, para extraer conclusiones sélidas seran necesarios mas estudios
con un mayor periodo de seguimiento. La cohorte de este estudio, sigue moni-
torizada desde un punto de vista clinico e inmunolégico en vista de poder dar
respuesta a estas preguntas en un futuro.
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La identificacion de aquellos pacientes con mayor riesgo de progresion de la hepa-
titis C es relevante para priorizar la indicacion de tratamiento antiviral. Se estima
gue alrededor de un 20-30% de los pacientes con infecciéon crénica por VHC de-
sarrollan cirrosis 15-30 afos tras la infeccién. No obstante, debido a la lenta veloci-
dad de progresion de la enfermedad, son necesarias amplias cohortes de pacientes
con fibrosis leve, monitorizados durante un largo periodo de tiempo.

La combinacion de simples variables clinicas (fibrosis, edad, GGT y AST) permite
predecir el riesgo individual de desarrollar cirrosis a medio plazo y, por tanto,
identificar aquellos pacientes con mayor (y menor) riesgo de progresién. En un
contexto de restricciones para la administracién de tratamientos libres de inter-
ferdn, la identificacion correcta de pacientes con hepatitis C y escaso riesgo de
progresion es esencial para médicos y pacientes.

Los pacientes con cirrosis por VHC e hipertension portal presentan un riesgo
elevado de desarrollar descompensacién hepatica o carcinoma hepatoce-
lular. Aquellos pacientes con hipertension portal clinicamente significativa
(definida por la presencia de un GPVH = 10 mmHg) representan el grupo de
mayor riesgo.

A pesar de que la obtencién de RVS se asocia a una disminucion del GPVH 24
semanas tras la finalizacién de tratamiento antiviral, este descenso es leve y tan
s6lo un porcentaje reducido de pacientes logran una disminucién del GPVH por
debajo del umbral de 10 mmHg.

A pesar de la obtencion de respuesta viroldgica, el riesgo de descompensacion
hepdatica persiste en aquellos pacientes con hipertension portal clinicamente
significativa. El gradiente de presién portal basal, y no la obtencién de RVS,
es el factor prondstico mas importante asociado al desarrollo de descompen-
sacion. Estos datos refuerzan la necesidad de una monitorizacion estrecha de
los pacientes con hipertensién portal clinicamente significativa a pesar de la
adquisicién de RVS.

Las combinaciones de DAAs son altamente eficaces y seguras en pacientes con
crioglobulinemia mixta asociada al VHC. La obtenciéon de una RVS se asocia
significativamente a una respuesta clinica e inmunolégica en pacientes que
reciben tratamiento con DAAs, lo que permite la disminucién o incluso suspen-
sion de los tratamientos inmunosupresores.

No obstante, a pesar de la obtencién de RVS, existe una proporcién de pacien-
tes en los que persisten crioglobulinas circulantes y, por tanto, la activacion
inmune. Se requieren estudios con un mayor periodo de seguimiento para es-
tablecer el impacto clinico de este hallazgo y su durabilidad.
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