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RESUMEN

ElVirus de Hepatitis C (VHC) puede persistir en el 80 %
de las personas infectadas, que conduce a desarrollar
hepatitis cronica, cirrosis y hepatocarcinoma. Sin
embargo, el 10 % de los infectados pueden erradicar
espontdneamente el virus mediante la respuesta viral
sostenida (RVS). Durante muchos aiios, el tratamiento
contra el VHC estaba basado en la combinacion de
interferonpegilado (IFN-PEG)yribavirina (RIB),con
una eficaciadel 50 % . Varios estudios han encontrado
que los polimorfismos de simple nucleotido (SNPs)
comorsl12979860 (C>T)yrs8099917 (T>G)ubicados
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cercadel gende IL-28B, tienen asociacion significativa
con la erradicacion espontdnea y con la respuesta
al tratamiento con IFN-PEG y RIB. Evaluamos
la presencia de los polimorfismos rs12979860 y
rs8099917 en 26 pacientes infectados con el VHC
del Hospital Universitario de Caracas, asi como su
relacion conlarespuesta al tratamiento con IFN-PEG/
RIB, empleando latécnica de la amplificacion de ADN
porreaccionencadenade lapolimerasa(PCR) seguida
del andlisis de los SNPs mediante el uso de enzimas
derestriccion (RFLP). Encontramos que 10 pacientes
presentaron los genotipos heterocigotos para ambos
polimorfismos rs12979860y rs8099917 y 9 pacientes
presentaron ambos genotipos homocigotos, genotipo
C/C para el polimorfismo rs12979860 y genotipo T/T
para el polimorfismo rs8099917. Entre los pacientes
respondedores al tratamiento con IFN-PEG/RIB, el
100 % eran heterocigotos T/C para el polimorfismo
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rs12979860 y para el polimorfismo rs8099917 el
60 % heterocigotos G/T, 30 % homocigotos T/T y
10 % homocigotos G/G. La identificacion de los
polimorfismos homocigotos del gen IL28B pudiera
predecir la respuesta al tratamiento en pacientes
mestizos venezolanos infectados con VHC.

Palabrasclave: Hepatitis C, interferones, polimorfismo
de nucleotido simple, ribavirina.

SUMMARY

Hepatitis C Virus (HCV) can persist in 80 % of

infected persons, leading to the development of chronic
hepatitis, cirrhosis, and hepatocarcinoma. However,
10 % of those infected patients can spontaneously
eradicate the virus through sustained viral response
(SVR). For many years, HCV treatment was based
on the combination of pegylated interferon (PEG-
IFN) and ribavirin (RIB), with an efficacy of 50 %.
Several studies have found that single nucleotide
polymorphisms (SNPs) suchasrs12979860(C>T) and
rs8099917 (T>G) located near the IL-28B gene have
asignificant association with spontaneous eradication
and response to PEG-IFN and RIB treatment. We
evaluated the presence of rs12979860 and rs8099917
polymorphisms in 26 HCV-infected patients from
the University Hospital of Caracas, as well as their
relationship withresponse to PEG-IFN/RIB treatment,
using the technique of DNA. We amplified genomic
by polymerase chainreaction (PCR) by SNPs analysis
using restriction enzyme profiling (RFLP). We found
that 10 patients had heterozygous genotypes for both
rs12979860 and rs8099917 polymorphisms and 9,
patients had both homozygous genotypes, C/C genotype
for rs12979860 polymorphism and T/T genotype for
rs8099917 polymorphism. Among the PEG-IFN/RIB
responders, 100 % were T/C heterozygotes for the
rs12979860 polymorphism, and for the rs8099917
polymorphism 60 % were G/T heterozygotes, 30 Yo were
T/T homozygotes and 10 % were G/G homozygotes.

The identification of homozygous polymorphisms of

the IL28B gene may predict response to treatment in
Venezuelan mestizo patients infected with HCV.

Keywords: Hepatitis C, interferons, polymorphism
single nucleotide, ribavirin.

INTRODUCCION

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
para el ano 2020 estimé que a nivel mundial
habia 71 millones de personas infectadas
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crénicamente con el Virus de Hepatitis C (VHC),
un importante agente causal de cirrosis hepatica
(CH) y carcinoma hepatocelular (CHC) (1). El
VHC puede persistir entre un 70-80 % de las
personas infectadas, lo que conduce a desarrollar
hepatitis crénica (HC). Los sujetos con HC
tienen un riesgo 25 % mayor de desarrollar CH
y CHC,después de 10-40 anios de infeccidn, esto
debido a la continua necrosis e inflamacién que
se produce en el higado (2,3).

En América Latina, se dispone de pocas
estimaciones de la carga epidemioldgica, ya
sea global o por pais; y no se ha evaluado el
impacto potencial de los tratamientos actualmente
disponibles en la carga epidemioldgica del
VHC (4). En Venezuela, la obtencion de datos
confiables hasido muy dificil,apesar del esfuerzo
de diferentes grupos de trabajo, el subregistro
es una de las mayores dificultades, por ello se
desconoce con exactitud la verdadera magnitud
e impacto de esta enfermedad. La prevalencia
del Virus C de Hepatitis en nuestro pais solo
recoge informacién parcial de grupos como los
datos de nuestros indigenas (5),que nos muestran
variaciones importantes con respecto a algunas
referencias de la literatura mundial.

Los estudios de asociacién del genoma
completo o GWAS (Genome-wide association
study por sus siglas en inglés) han permitido
establecer la asociacion entre polimorfismos de
simple nucleétido (SNPs) (Single Nucleotide
Polymorphism por sus siglas en inglés) y la
presencia de factores genéticos que afectan la
historia natural y respuesta al tratamiento de
muchas enfermedades, incluyendo la infeccion
por el VHC (6).

Durante muchos afios el tratamiento contra
la infeccién con VHC estaba basado en el uso
de interferon-pegilado (IFN-PEG) combinado
con ribavirina (RIB), con una eficacia que
apenas sobrepasaba el 50 % (7). No obstante,
actualmente se dispone de antivirales de accion
directa (AAD), capaces de eliminar de forma
sostenida la replicacién viral es mas de 80 %
de los casos, siendo el tratamiento estandar (8).
No obstante, existe un 10 % de pacientes que no
responde o presentan resistenciaalos AAD (8,9).

Los SNPs ubicados cerca del gen de 1L.-28B
han sido asociados con laerradicacion espontanea
del VHC (10,11). También, se ha descrito la
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importancia de estos SNPs con la respuesta al
tratamiento con IFN-PEG /RIB. Venegas y
col. (12), en un estudio realizado en pacientes
que recibieron IFN-PEG /RIB, encontraron una
presencia mas elevada de los genotipos IL28B
rs12979860 CC, rs12980275 AA y rs8099917
TT en aquellos sujetos con respuesta virolégica
sostenida en comparaciéon con los que no
respondieron (38 %, 44 % y 50 % frente a 2 %,
8.2 %y 8,2 %,respectivamente). Estas diferencias
fueron altamente significativas en los tres casos
(P<0,0001) (12).

La identificacion de los polimorfismos del
gen IL28B, rs12979860 y rs8099917 constituye
una herramienta util para predecir respuesta
terapéutica en pacientes con infeccién por el
VHC, y particularmente en aquellos individuos
que estan infectados con el genotipo 1 del virus.

MATERIALES Y METODOS

Para la identificacién de los diversos
polimorfismos se seleccionaron muestras
sanguineas de 26 pacientes infectados conel VHC
provenientes del Servicio de Gastroenterologia
del Hospital Universitario de Caracas. Como
criterio de inclusiéon se considerd positividad
para la prueba serolégica de VHC. El estudio
conté con la aprobacién del Comité de Etica del
Instituto de Inmunologia “Dr. Nicolas E. Bianco
C.” de la Universidad Central de Venezuela.

Los pacientes se clasificaron en 2 grupos:
1) pacientes que no recibieron tratamiento y
2) pacientes que recibieron tratamiento anti-
viral y a los cuales se le evalu6 la respuesta al
tratamiento. Las muestras de sangre periférica
fueron obtenidas a partir de venopunciény parala
obtenciondel ADN genémico (ADNg) se emple6
el estuche comercial de QIAamp DNA Mini Kit
de la casa comercial QIAGEN. Posteriormente
se realiz6 la reaccién en cadena de polimerasa
(PCR) a cada muestra para amplificar una
region del gen del IL-28B. Se emplearon como
cebadores las secuencias oligonucleotidicas,
sentido 5'-AGG-GCC-CCT-AAC-CTC-TGC-
ACA-GTC-T-3' y anti-sentido 5'-GCT-GAG-
GGA-CCG-CTA-CGT-AAG-TCA-CC-3' para
el polimorfismo rs12979860 y las secuencias
sentido 5'-TTC-ACC-ATC-CTC-CTC-TCA-
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TCC-CTC-AT-3' y anti-sentido 5'-TCC-TAA-
ATT-GAC-GGG-CCA-TCT-GTT-TC-3' para el
polimorfismo rs8099917.

Se evalué la presencia de polimorfismos
para IL-28B en las muestras amplificadas por
PCR mediante la técnica de polimorfismo
en la longitud de los fragmentos restriccion
(RFLPs por sus siglas en inglés) utilizando la
enzima de restriccion Bsh1236I (BstUI) para el
polimorfismo rs12979860; C/T [184pb, 130pb,
105pb, 89pb y 25pb], CC [184pb, 105pb 89pb
y 25pb], TT [184pb, 130pb y 89pb]; y la enzima
Mae III para el polimorfismo rs8099917; G/T
[186pb,147pb,110pb,105pby 39pb], TT[186pb,
110pb y 105pb], GG [147pb, 110pb, 105pb
y 39pb]. Finalmente, los genotipos fueron
identificados mediante electroforesis en geles de
agarosaal 2 % y tincidén con el colorante bromuro
de etidio, como se puede ver en la Figura 1.
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Figural. Imagendeun gel deelectroforesis al2 % agarosaen
el que se muestran los resultados en 4 muestras de pacientes
para el polimorfismo rs12979860: Se muestra el marcador
de peso molecular para ADN, escalera de 100 pares de
bases (pb) y las muestras #15,#16,#17 y #18 de pacientes
venezolanos infectados por VHC. Se observa la muestra
#15 contres bandas (184pb, 105pb y 89pb) correspondiente
al alelo homocigoto C/C,la muestra #16 con cuatro bandas
(184pb, 130pb 105pb y 89pb) correspondiente al alelo
heterocigoto C/T; la muestra #17 con tres bandas (184pb,
105pb y 89pb) correspondiente al alelo homocigoto C/C
y la muestra #18 con tres bandas visibles (184pb, 130pb y
89pb) correspondiente al alelo homocigoto T/T.
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RESULTADOS

De los 26 pacientes estudiados, el 69 % (n:
18) fueron del sexo femenino y el 31 % (n:
8) fueron del sexo masculino. La mayoria de
ellos (n:14) presenté el mismo riesgo biolégico
de transfusién sanguinea como posible via de
infeccién. Asimismo, en s6lo 10 pacientes se
pudo determinar el genotipo del VHC infectante,
de los cuales 5 pacientes tenian el genotipo 1b,
3 el genotipo la, 1 tenia el genotipo 2ay 1 el
genotipo 3a.

La mayor frecuencia encontrada para el
polimorfismo rs12979860 fue el genotipo
heterocigoto C/T en un 61,5 % y para el
polimorfismo rs8099917 la mayoria, eran
homocigotos T/T 57,7 %. Segun la distribucién
de los haplotipos en los pacientes de nuestro
estudio; 10 pacientes presentaron los genotipos
heterocigotos para ambos polimorfismos
rs12979860 (T/C) yrs8099917 (G/T) y 9 pacientes
presentaron ambos genotipos homocigotos,
genotipo C/C para el polimorfismo rs12979860
y genotipo T/T para el polimorfismo rs8099917,
como se puede observar en el Cuadro 1.

Cuadro 1
Distribucién de los haplotipos en pacientes con infeccién

por VHC

rs12979860

rs8099917 T/C Cc/C T/T Total
G/T 10 0 0 10
T/T 5 9 1 15
G/G 1 0 0 1
Total 16 9 1 26

De acuerdo al tratamiento que recibieron
los pacientes evaluados, el 54 % (n: 14) recibi6
tratamiento inicial con IFN-PEG /RIB; un 38 %
de los pacientes (n: 10) no recibieron ningun tipo
de tratamiento; un solo paciente recibié un AAD
como tratamiento inicial y un paciente recibié
triple terapia de IFN-PEG /RIB junto aun AAD.
Los pacientes que recibieron IFN-PEG/RIB, el
71 % (n: 10) respondieron al tratamiento logrando
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una RVS mientras que 29 % (n: 4) no tuvieron
respuesta favorable al tratamiento.

Del total de los pacientes respondedores al
tratamiento con IFN-PEG /RIB (n: 10); solo la
mitad tenian carga viral pre y post tratamiento. El
100 % fueron heterocigotos para el polimorfismo
rs12979860. Sin embargo, para el polimorfismo
rs8099917, 60 % (n: 6) de los pacientes fueron
heterocigotos para el genotipo G/T, 30 % (n: 3)
tenian el genotipo homocigoto T/T y 10 % (n:
1) el genotipo homocigoto G/G; evidenciado en
el Cuadro 2.

Cuadro 2

Respondedores al tratamiento IFN/RI

rs12979860
rs8099917 T/C C/C T/T
G/T 6 0 0
T/T 3 0 0
G/G 1 0 0
Total 10 0 0

Segun la distribucién de los pacientes no
respondedores al protocolo de tratamiento
con IFN-PEG /RIB (n: 4), la mayoria de los
pacientes que no respondieron (n: 3) tenian ambos
genotipos homocigotos de alta probabilidad
de RVS, es decir, el genotipo homocigoto C/C
para el polimorfismo rs12979860 y el genotipo
homocigoto T/T parael polimorfismo rs8099917,
expuesto en el Cuadro 3. No obstante, 2 de
estos pacientes tenian antecedentes médicos de
enfermedades autoinmunes (lupus eritematoso
sistémico y artritis reumatoide), y estaban
recibiendo inmunosupresores junto al protocolo
IFN-PEG/RIB;y 1 paciente estaba infectado con
el genotipo 3a del VHC.

Cuadro 3
No respondedores al tratamiento IFN/RIB

rs12979860
rs8099917 T/C C/C T/T
G/T 0 0 0
T/T 1 3 0
G/G 0 0 0
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Entre los 10 pacientes evaluados sin
tratamiento antiviral, encontramos que para el
polimorfismo rs12979860, 60 % present6 el
genotipo homocigoto respondedor C/C, 30 %
fueron heterocigotos C/Ty 10 % teniael genotipo
homocigoto no respondedor T/T. Por su parte,
para el polimorfismo rs8099917, 80 % de los
pacientes presentaron los genotipos homocigotos
respondedores T/T y el 20 % eran heterocigotos
G/T.

DISCUSION

El tratamiento de la hepatitis C ha evolu-
cionado rapidamente a lo largo de los ultimos
afios (13). Por mucho tiempo el tratamiento
estdndar estaba basado en el uso de interferén
pegilado junto aribavirina, a pesar de los efectos
secundarios descritos del interferén y una tasa
de RVS que apenas sobrepasa el 50 % de los
pacientes con el genotipo 1 del VHC (14).

Lasrespuestas al tratamiento e historia natural
de la enfermedad, estdn condicionadas por
multiples factores (15); entre ellos los factores
poblacionales, que juegan un rol importante
en Venezuela por el mestizaje poblacional,
demostrado en un estudio del afio 2011 que
afirma que existe en el pais una mezcla entre
aborigenes mongoloide primitivos, europeos
caucdsicos y migrantes negroides de Africa
Occidental, ocasionando una variedad tantoen el
desarrollo de enfermedades,como de surespuesta
al tratamiento (16).

Otro factor que condiciona la respuesta al
tratamiento y evolucién de las enfermedades,
es el factor genético (17). Estudios realizados
en China establecieron que el gen IL28B
representa un factor predictivo importante en
la respuesta a tratamientos basados con IFN en
pacientes infectados con el VHC 1b (18). Oksiiz
y col., reportaron una relacién estadisticamente
significativaentre el gen IL28B y el receptor tipo
Toll 2 (TLR2) en pacientes infectados con VHC
con manifestaciones de fibrosis; concluyendo
que juntos son biomarcadores predictivos de
enfermedad severa en pacientes con VHC (19).

Por su parte, se han asociado variaciones
genéticas del gen IL.28B con progresion a dafio
hepaticoen infeccién por VHC (20),reportandose

528

que aquellos pacientes con el alelo CC del SNPs;
rs12979860 presentan menor probabilidad de
progresién a un estadio final de la enfermedad
hepatica con necesidad de trasplante hepatico.
También, se ha reportado que aquellos pacientes
infectados con el genotipo 1, que no posean el
aleloTT del SNPsrs8099917 del IL28B, tienen un
riesgo mayor de padecer fibrosis hepatica (21,22).
Un metaanalisis realizado por Heidarian y col.,
reporto6 la asociacién de los alelos CC del SNPs
rs12979860 del gen IL28B en la erradicacion
espontanea de la infeccién por VHC y asimismo
dicho polimorfismo esta asociado a la respuesta
efectiva de la terapia dual IFN-PEG/RIB (23).
De igual forma, Ito y col. (24); demostraron que
el alelo TT del SNPs rs8099917 del gen 1L.28B
es un factor predictor de respuesta favorable
al tratamiento de IFN-PEG/RIB en pacientes
japoneses infectados crénicamente con VHC.
Kurniawan y col., demostraron que aquellos
pacientes coinfectados con VHC-VIH y que
adicionalmente posean el alelo CC del IL28B
junto a una mutacion de la regiéon NS5A del
VHC respondian exitosamente al tratamiento
con INF-PEG/RIB (25).

Los resultados obtenidos en la presente
investigacion muestran resultados similares a
los obtenidos por Loépez y col. en el 2014 (26),
donde reportaron que, en la poblacién mestiza
venezolana, para el gen IL28B, la mayor
frecuencia del polimorfismo rs12979860 es el
genotipo heterocigoto C/T (80 %), similar a lo
encontrado en nuestro estudio (61,5 %). Para el
SNPs rs8099917 no hay estudios en poblacion
venezolana por lo cual este es el primer reporte
en poblaciéon mestiza venezolana. Un estudio
en poblacién uruguaya, demostré una mayor
distribucion del homocigoto T/T (57,7 %) para
el SNPs rs8099917 (27).

Larespuestaalaterapiacon IFN-PEG/RIB es
parcialmente efectiva; porlo que, paramejorarla
respuesta al tratamiento por la infeccién con el
VHC, a partir del 2011 la FDA (Food and Drug
Administration) en Estados Unidos, aprobé el
uso del antiviral telaprevir, iniciandose la era
de los antivirales de accién directa (AAD) (28).
Posteriormente se comienzan a implementar
los regimenes de triple terapia que se basaban
en el uso de un AAD, IFN-PEG y ribavirina los
cuales aumentaron la tasa de RVS al 75 % para
el genotipo tipo 1 (29). Actualmente, tenemos
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la posibilidad de una cura completa para el VHC
con regimenes sin interferén. La terapia basada
en AAD tiene un alto porcentaje de curacion,
alrededor del 90 %. Diferentes estudios han
demostrado que 9 de cada 10 pacientes infectados
con el VHC de genotipo 1b que no respondieron
alaterapiadual convencional de IFN-PEG/RBYV,
lograron tener una RVS con los AAD, como
daclatasvir (inhibidor de NA5A) y asunaprevir
(inhibidor de proteasa NS3/4A) (29-33).

Los AAD pan-genotipicos siguen siendo
costosos en muchos paises de ingresos medios
y bajos. Sin embargo, el acceso al tratamiento
contra el VHC estd mejorando debido a que los
precios de estos medicamentos han disminuido
drasticamente gracias a la introduccién de
versiones genéricas,pero sudisponibilidad sigue
siendo limitada en muchos paises. Un ensayo
de clinico reciente, en fase 2b, aleatorizado con
faldaprevir (inhibidor de la proteasa NS3 / 4A)
y deleobuvir (inhibidor de la polimerasa NS5B),
demostré que pacientes que tenian el alelo CC
del polimorfismo rs12979860 tenian tasas de
RVS mas elevadas en comparacién a pacientes
sineste alelo, sugiriendo que lainmunidad innata
aun puede ser importante y el genotipo IL.28B
puede afectar laeficaciadel tratamiento en ciertos
regimenes sin IFN (33-36).

Inclusoen pacientes con nularespuestaal IFN-
PEG/RIB, se ha utilizado la terapia cuadruple:
daclatasvir (inhibidor de laNS5A) y asunaprevir
(inhibidor de la NS3/4 A proteasa) + IFN-PEG/
RIB,llegando aunaRVS del 90 % . Estas terapias
pueden descartar la relevancia del polimorfismo
de IL28B en la respuesta al tratamiento. Sin
embargo,hay diversos estudios que han reportado
como los polimorfismos de este gen, pueden
afectar la cinética viral en regimenes sin IFN-
PEG/RIB (15). En el dltimo afio se ha estudiado
la influencia del gen IL.28B en la resistencia de
pacientes infectados con VHC al tratamiento con
sofosbuvir/daclastavir. Ademas, Loucks y col.
han asociado este gen con las fallas a respuesta
al tratamiento con sofosbuvir (37).

Estimamos necesario la genotipificacion de
ambos SNP de IL28B en pacientes infectados
con el genotipo 1 del VHC para definir el tipo
de terapia antiviral mas efectiva: IFN-PEG/RBYV,
triple terapiay o antivirales de dltima generacion.
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La respuesta a tratamiento esta fuertemente
asociada a los genotipos; en Venezuela. Se han
realizado estudios de genotipo del VHC, como
Fortes y col.,que, reportaron que el genotipo con
mas frecuencia circulando en el pais es el 1b,
similar a lo senalado en nuestro estudio (38). La
identificacién de los polimorfismos homocigotos
del gen IL.28B pudiera predecir la respuesta al
tratamiento en pacientes mestizos venezolanos
infectados con VHC.

Se considera la cuarta semana de tratamiento
con IFN-PEG/RBYV,como el momento clave para
conocer el genotipo IL28B del paciente en virtud
de que, en pacientes con genotipos favorables,
los médicos pueden mantener el tratamiento
dual sin necesidad de agregar AAD. La meta es
definir la terapia mas eficiente y menos costosa.
La comprensién de estos polimorfismos es
sumamente importante; ya que constituyen una
estrategia de estudio no invasivo y relativamente
econdmica para obtener informacion sobre las
caracteristicas genéticas del individuo y su
relacion con la enfermedad que lo afecta. En
el caso particular de la infeccién por VHC este
tipo de abordaje aporta un valor pronostico en
la evaluacién de la progresion de la enfermedad
hepaticay enlarespuestaal tratamiento antiviral.

Conflicto de Interés: Ninguno
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