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1. INTRODUCCION

La coinfecciéon por el virus de la hepatitis C (VHC) y el virus de la

inmunodeficiencia humana (VIH) es muy prevalente en los pacientes que

adquirieron el VIH por via parenteral, oscilando entre el 75 y 95% de pacientes

con antecedentes de drogadiccion intravenosa y hemofilicos tratados con

concentrados de factores no inactivados " 2. La mayor supervivencia asociada
3, 4

al uso del tratamiento antiretroviral de gran actividad (TARGA), ® * una

progresion mas rapida de la fibrosis hepatica en pacientes coinfectados por VIH

5 6-11 12, 13

y la potencial hepatotoxicidad de algunos farmacos antiretrovirales
podrian explicar el aumento de la morbi-mortalidad, observado en los ultimos
afos en pacientes coinfectados por VIH/VHC, asociado con por la enfermedad
hepatica terminal * " '*. En consecuencia el tratamiento del VHC, en pacientes

coinfectados por VIH, se ha convertido en una prioridad °



2. PRIMER ESTUDIO: COMPARACION DE LA EFICACIA Y LA SEGURIDAD
DE PEGINTERFERON ALFA-2B Y RIBAVIRINA VERSUS INTERFERON
ALFA-2B Y RIBAVIRINA EN EL TRATAMIENTO DEL VHC EN PACIENTES

CO-INFECTADOS POR VIH



2.1 JUSTIFICACION Y OBJETIVOS DEL PRIMER ESTUDIO

Los estudios iniciales de tratamiento combinado del VHC en pacientes
coinfectados por VIH sugerian una peor tasa de respuesta que en la poblacién
no infectada por VIH '®. Asi, dos ensayos multicéntricos de tratamiento con
interferon (IFN) y ribavirina (RBV) en pacientes coinfectados, uno de la
Asociacion Americana para el estudio del SIDA (amfAR), en el que se trataron
107 pacientes con IFN alfa convencional y 800 mg de RBV, y otro de Hepatitis
Resource Network (HRN-002) con 155 pacientes tratados con IFN alfa diario o
tres veces por semana, en ambos casos asociado con RBV (800 mg/dia)
obtuvieron tasas de respuesta virolégica mantenida muy inferiores (11y 19 %)
respecto a la observada en pacientes monoinfectados. Los efectos secundarios
fueron parecidos a los de pacientes monoinfectados, aunque con una mayor
incidencia de efectos adversos graves en pacientes coinfectados, lo que obligo
a la suspension precoz del tratamiento en 21-26 % de los casos. Respecto al
impacto del tratamiento del VHC en la evoluciéon del VIH, a pesar de una
reduccion del numero absoluto de CD4 no se observaron infecciones
oportunistas ni recurrencia de la replicacion del VIH. Otros estudios
unicéntricos, con menor numero de pacientes, obtuvieron porcentajes de
respuesta virolégica mantenida superiores (21 al 40 %) con escasos efectos
secundarios graves y menores porcentajes de retirada precoz del tratamiento.
Finalmente, en el momento de iniciar el estudio, disponemos de datos
preliminares que muestran una mayor eficacia del interferén pegilado
combinado con RBV respecto a la pauta convencional, en pacientes

monoinfectados por VHC'". Sin embargo, desconocemos la eficacia y la



seguridad en pacientes coinfectados, por o que es necesario, llevar a cabo
estudios clinicos dirigidos a conocer la pauta de tratamiento del VHC mas

eficaz y mas segura en pacientes coinfectados por VHC y VIH.

Los objetivos de este estudio fueron:

1. Comparar la eficacia, la tolerancia y la seguridad de la combinacion Peg-IFN
alfa 2-b y RBV vs. IFN alfa 2-b y RBV en el tratamiento del VHC en pacientes
co-infectados por VIH. La eficacia de ambas pautas se valor6 mediante el
porcentaje de pacientes que obtuvieron una respuesta viroldgica mantenida
(RVM), definida como ARN-VHC < 50 Ul/mL 24 semanas después de finalizado
el tratamiento. La seguridad y la tolerancia al tratamiento se valoraron mediante
anamnesis y examen fisico en cada visita, y mediante analisis bioquimicos y

hematoldgicos.

2. Estudiar la dinamica de la respuesta virolégica precoz. De modo especifico,
estudiar el valor de la respuesta virolégica observada en las semanas 42, 82 y

122 de tratamiento para la prediccion de la respuesta virologica mantenida

2.2. METODOLOGIA DEL PRIMER ESTUDIO

Seleccién de pacientes

Los principales criterios de inclusion en el estudio fueron edad comprendida
entre 18 y 60 afos, ARN-VHC > 1000 Ul/mL, ALT elevada, recuento de
linfocitos CD4+ 200/mm?®, ARN-VIH indetectable o < 10.000 copias/mL en
pacientes sin HAART. Se consideraron criterios de exclusién: tratamiento
previo con IFN 6 RBV; co-infeccion por VHB; consumo de alcohol > 60 g/dia o

drogadiccion activa; infeccidn oportunista en los 6 meses previos; cirrosis
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descompensada; creatinina sérica > 1,5 veces el limite superior del intervalo de
referencia; hemoglobina < 11 g/dL en mujeres 6 < 12 g/dL en hombres;
neutréfilos < 1500 células/mm?; antecedente de enfermedad psiquiatrica grave
o enfermedad autoinmune activa.

Disefio del estudio

Estudio abierto, aleatorizado, con un grupo control, llevado a cabo en nuestro
centro. Los pacientes seleccionados se estratificaron de acuerdo al genotipo
(genotipo 1/4 vs. 2/3) y sexo, y se distribuyeron de forma aleatoria, siguiendo
un esquema de grupos secuenciales generado mediante un programa
informatico, en dos brazos de tratamiento: Peg-IFN alfa-2b (Pegintron,
Schering-Plough, Kenilworth, NJ) 1.5 pg/kg/semana, administrado por via
subcutanea 6 IFN alfa-2b (Intron A, Schering-Plough) subcutaneo, 3 M.U.I/ tres
veces por semana. Todos los pacientes recibieron 400 mg de RBV cada 12
horas (Rebetol; Schering-Plough). Los pacientes con genotipo 2/3 recibieron 24
semanas de tratamiento combinado, mientras que los pacientes con genotipo
1/4, y ARN VHC <100 Ul/mL en la semana 24 de tratamiento, completaron 48
semanas de tratamiento. Los pacientes con ARN-VHC detectable en la semana
24 de tratamiento se consideraron no respondedores y suspendieron el
tratamiento. Finalizado el periodo de tratamiento, los pacientes fueron seguidos
durante un periodo adicional de 24 semanas.

Valoracion de la seguridad del tratamiento

A todos los pacientes se les realizé semanalmente durante el primer mes vy,
posteriormente, con periodicidad mensual un examen fisico y un analisis
hematoldgico-bioquimico convencional, incluyendo determinacion de lactato a

partir de junio de 2001. Se determin6 el ARN VHC, ARN VIH y las poblaciones
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linfocitarias en las semanas 42, 82 123 242 y 482 de tratamiento, y en las
semanas 8% y 242 post-tratamiento. En dichas semanas del estudio, se
extrajeron muestras de sangre para la obtencién de células mononucleares de
sangre periférica que se conservaron a —80°C.

Se suspendio el tratamiento en caso de aparicién de un efecto adverso grave o
la aparicion de una enfermedad definitoria de SIDA. Para el tratamiento de
efectos adversos y alteraciones de laboratorio se permitié la reduccién gradual
de la dosis de RBV a 600mg 6 400 mg/dia, del Peg-IFN alfa-2b a 1.0, 0.75 y
0.5 ug/kg/semana, y del IFN alfa-2b a 1.5 ug/kg/semana. Los pacientes
continuaron en monoterapia con interferon en caso de retirada de la RBV. Se
permitié el uso de factores hematopoyéticos, segun el criterio del médico
responsable

Valoracion de la eficacia del tratamiento

La medida principal de la eficacia en ambos grupos de tratamiento fue la
respuesta virolégica mantenida (RVM) definida como carga viral indetectable
(ARN VHC < 50 Ul/mL) 24 semanas después de finalizado el tratamiento. Los
pacientes con ARN VHC desconocido al final del seguimiento se consideraron
no respondedores (analisis por intencion de tratamiento)

Analisis de laboratorio

El analisis del ARN VHC se realizé mediante una técnica de PCR en tiempo
real (RT-PCR) desarrollada en nuestro laboratorio' con un limite de detecion
de 100 Ul/mL y un rango de linealidad de 5 logo. Al final del seguimiento, se
verific6 la RVM mediante un técnica de RT-PCR comercializada (Cobas
Amplicor HCV v2.0; Roche Molecular Systems, Branchburg, NJ). El genotipado

del VHC se realizé6 mediante hibridacién con sonda especifica (INNO-LiPA;
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Innogenetics, Antwerp, Belgium); la cuantificaciéon del ARN VIH mediante una
técnica de amplificacion molecular comercializada basado en la secuenciacion
de acidos nucleicos (NASBA assay; Organon Teknica, Bostel, Nederlands) con
un limite de deteccion de 80 copias/mL. El analisis del lactato en sangre se
efectud de acuerdo con un método previamente descrito®.

Cuantificacion del ADN mitocondrial (mtDNA )en células mononucleares
de sangre periférica

La cuantificacién del mtDNA en células mononucleares de sangre periférica se
efectué mediante una técnica de Southern blot, de acuerdo con la metodologia
previamente descrita?’. La cuantificacién relativa del mtDNA respecto al ADN
nuclear (mtDNA/nDNA) se llevd a cabo mediante una técnica de RT-PCR
asociada con un detector de secuencia (ABIPRISM 7700; Applied Biosystems,
Foster City, CA) siguiendo el procedimiento previamente descrito?’

Analisis estadistico

El tamafo de muestra estimado para demostrar una RVM del 25% superior en
el grupo de pacientes tratado con Peg-IFN (50% vs. 25%), con un poder
estadistico del 80% y un riesgo alfa del 5% fue 116 pacientes (58 pacientes en
cada grupo de tratamiento). Para la comparacién de las variables continuas se
utilizaron, segun la distribucién de la variable, el test T de Student o pruebas no
paramétricas: U de Mann-Whitney o Test de Wilcoxon (valores apareados). La
comparaciéon de las variables categdricas se realizd mediante y? 6 el test
exacto de Fisher. Mediante modelos de regresion logistica se analizaron las
variables asociadas con la RVM. Con los descensos de carga viral obtenidos
en las semanas 42 82 y 122 de tratamiento, respecto al ARN VHC basal,

realizamos un analisis mediante curvas ROC con la finalidad de obtener los
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puntos de corte con mayor capacidad de discriminacidon entre pacientes
respondedores y no respondedores en las mencionadas semanas de
tratamiento. El analisis de los datos se realizd mediante el paquete estadistico

SPSS version 11.0 para Windows (SPSS Inc., Chicago, IL; USA).

2.3. RESULTADOS DEL PRIMER ESTUDIO

Caracteristicas de los pacientes

Desde Enero de 2001 hasta Abril de 2003 se valoraron 138 pacientes, de los
que 121 cumplieron los criterios de inclusién establecidos y se distribuyeron

aleatoriamente en los dos brazos de tratamiento (Figura 1).

Figura 1. Proceso de seleccion y distribucion aleatoria de los pacientes en las

dos ramas de tratamiento
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Las caracteristicas pre-tratamiento de los pacientes fueron similares en los dos
grupos, con excepcion del mayor indice de masa corporal en los pacientes

asignados al brazo de tratamiento con IFN alfa-2b y RBV (Tabla 1)

Respuesta virologica

Al final del tratamiento alcanzaron respuesta virologica el 60% (36/60) y el 39%
(24/61) de los pacientes asignados al grupo de Peg-IFN alfa-2b e IFN alfa-2b,
respectivamente (p = 0,037) (Figura 2). En el periodo de seguimiento,
recidivaron el 8% (3/36) y el 33% (8/24) de los pacientes que habian obtenido
respuesta al final del tratamiento en ambos grupos, respectivamente (p = 0.02).
En consecuencia, obtuvieron una respuesta viroldgica mantenida (RVM) el 55%
y el 26% de los pacientes tratados con Peg-IFN alfa-2b e IFN alfa-2b,
respectivamente (p= 0,002) (Figura 3). En el analisis estratificado por
genotipos, de los pacientes con genotipo 1/4, alcanzaron una RVM el 46% de
los tratados con Peg-IFN alfa-2b (genotipo 1: 45%; genotipo 4: 50%; p= 0.78) y
el 18% (genotipo 1: 14%; genotipo 4: 27%; p= 0,33) de los pacientes tratados
con IFN alfa-2b (p = 0,013; para la comparacion entre ambos grupo de
tratamiento). En los pacientes con genotipo 2/3, obtuvieron una RVM el 71% y
el 53% de los pacientes tratados con Peg-IFN alfa-2b e IFN alfa-2b,

respectivamente (p = 0,12) (Figura 3).
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Tabla 1.

Variable 2

IFN a-2b + RBV

(N = 61)

Peg-IFN a-2b + RBV
(N = 60)

Edad (afios) 3914 3716 0.12
Sexo masculino, no. (%) 50 (82) 43 (72) 0.20
Peso (Kg) 71,8+11,4 66,5+ 12,7 0.018
Uso parenteral de drogas —no. (%) 51 (84) 45 (75) 0.09
Afos de infeccién por VHC* 20+ 4 20+ 6 0.8
ARN VHC
e Media (log1o U//mL) 6.1+0.96 6.4+0.8 0.28
e >800,000 Ul/mL —no. (%) 43 (70) 46 (77) 0.44
HCV %enotype [No (%)] 29 (()48) 26 (48)
: afte o0y |
4 10 (17)
ALT UIlL 136 + 102 104 + 69 0,140
Albumin (g/L) 409+4 41.7 +3.8 0.27
v-Glutamil Transpeptidase (UI/L) 150 + 109 146 + 149 0.23
Plaquetas (x 10 °/L) 174 + 65 187 + 62 0.28
Media CD4+ (células/mm?®) 608 + 315 575 + 254 0.53
Media ARN VIH (log+o copias/mL) 3.1+£0.6 29+0.6 0.67
ARN VIH < 80 copias/mL —no. (%) 54 (89) 56 (93) 0.95
Tratamiento antiretroviral —no. (%) 55 (90) 55 (92) 0.97
ITIAN 54 (89) 53 (88) 0.98
Zidovudina 20 (36) 15 (27)
Estavudina 24 (47) 26 (47)
Didanosina 10 (18) 10 (18)
Lamivudina 36 (59) 33 (55)
Abacavir 12 (20) 17 (28)
ITINAN 37 (61) 33 (55) 0.66
Inhibidores de proteasa 15 (25) 16 (27) 0.96
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Notas de pié de pagina de latabla 1
* Las variable continuas se expresan como media + desviacion estandar

T Intervalo transcurrido desde el inicio de la adiccion a drogas por via parenteral o la
administracion de factores de coagulacién
ITIAN: Inhibidores de la transcriptasa inversa, analogos de nucledsido

ITINAN: Inhibidores de la transcriptasa inversa, no analogos de nucledsido

Figura 2. Respuesta virolégica al final del tratamiento
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Figura 3. Respuesta virolégica mantenida en los dos grupos de tratamiento,

global y en funciéon del genotipo
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En el analisis estratificado por el ARN VHC previo al tratamiento, las diferencias
de RVM entre ambos grupos de tratamiento fueron estadisticamente

significativas solo en los pacientes con ARN VHC > 800.000 Ul/mL (Figura 4).
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Figura 4. Respuesta viroldgica mantenida en funcién del genotipo del VHC y

de la carga viral (ARN VHC) pre-tratamiento
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Con la finalidad de analizar la capacidad de la respuesta virolégica observada
en las semanas 42, 82 y 122 para discriminar entre pacientes con y sin RVM,
con los descensos de la carga viral obtenidos en dichas semanas, construimos
curvas ROC obteniendo unas areas bajo la curva: 0,889 (IC 95%, 0,830 —
0.950) en la semana 4?; 0.875 (IC 95%, 0,810 — 0.940) en la semana 82y 0.859
(IC 95%, 0,785 — 0.933) en la semana 122. En cada una de dichas semanas de
valoracion obtuvimos unos puntos de corte con una sensibilidad del 100% para

la identificacion de los pacientes con RVM (Tabla 2).

Tabla 2. Puntos de corte del descenso de la carga viral (AARN VHC) en las
semanas 42, 8% y 122 de tratamiento, obtenidos mediante curvas ROC, con una
sensibilidad del 100% para la identificacion precoz de los pacientes no

respondedores

Semana  AARN VHC | Sensibilidad Especificidad

A " 100% 45% 64% 100%
> 1109 (49/49) (22/49) (49/76) (22/22)

8 1910 100% 51% 67% 100%
2108 (49/49) (25/49) (49/73) (25/25)

1 3| 100% 59% 71% 100%
>109 (49/49) (29/49) (49/69) (29/29)

VPP: valor predictivo positivo

VPN: valor predictivo negativo
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En la Tabla 3 se resume la relacién entre la respuesta virolégica rapida (ARN
VHC < 100 Ul/mL) en la semana 4? de tratamiento y la respuesta virolégica al

final del tratamiento y la RVM.

Tabla 3. Respuesta virologica al final del tratamiento (RFT), respuesta
virological mantenida (RVM) y riesgo de recidiva (RR) en funcién de la

respuesta observada en la semana 42 de tratamiento.

Genotipo Semana 42

VHC  ARN VHC
16 13 13
RN RV e 1) 1) 0
104 <0.001 <0.001 < 0.001
> 100 lU/mL | .20 13 8 38%
(76%) (26%) (16%)
20 19 18 .
Lo |00l B 05%) 90%) 5%
203 0.48 0.069 < 0.001
= 16 11 . .
> 100 1U/mL |8 (©9%) 6 (38%) 46%

Variables asociadas con la respuesta virologica mantenida

En el analisis univariante, el grupo de tratamiento, el genotipo del VHC, el ARN
VHC previo al tratamiento, la AST y la albumina sérica se asociaron con la
RVM (Tabla 4). Por el contrario, el indice de masa corporal y la dosis de RBV
ajustada al peso del variables basales diferencias

paciente, con

estadisticamente diferentes entre ambos grupos de tratamiento, no se
asociaron con la RVM en ninguno de los dos grupos de tratamiento. En el

analisis de regresion logistica se incluyeron como variables independientes en
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diferentes modelos exploratorios: edad, indice de masa corporal, dosis de RBV
(mg/kg), brazo de tratamiento (Peg-IFN alfa-2b y RBV vs. IFN alfa-2b y RBV),
numero de linfocitos CD4+ (bien como variable continua o categérica < 6 = 350
células/mm?), uso o no de inhibidores de proteasa para el tratamiento del VIH,
afnos de evolucion de la infeccién por VHC, AST, gGT, ALT, albumina, genotipo
del VHC (genotipo 2/3 vs. Genotipo 1/4) y ARN VHC ( > 6 < 800,000 Ul/mL. EI
modelo final incluyd sdlo tres variables asociadas de modo independiente con
una mayor probabilidad de obtener una RVM: el tratamiento con Peg-IFN alfa-
2b (OR: 5.1; IC 95 %: 2.1 - 11.3; p< 0.001); genotipo 2/3 (OR: 4; IC 95 %: 1.6 -
9.8; p= 0.002) y ARN VHC < 800,000 Ul/mL (OR: 5.8; IC 95 %: 2.1 - 15.7; p=
0.001). La inclusién en modelos independientes de la respuesta obtenida en las
semanas 42, 82 y 122 de tratamiento mostr6 que esta variable dinamica
descenso respecto a la carga viral basal era el predictor mas robusto de RVM

en cada una de las semanas mencionadas.

Tabla 4. Variables asociadas con la respuesta virolégica mantenida

Variable OR OR Ajustado
(IC 95%) (IC 95%)

Peg-IFN vs. IFN * 3,44 (1,60 - 7,38) 5,05 (2,07 —12,34)

Genotipo 2/3 vs.1/4 * 2,88 (1,33 - 6,24) 4,01 (1,63 - (9,85)

ARN VHC < 800.000 Ul/ml * |3,45 (1,49 — 8,00) 5,76 (2,12 — 15,68)

AST 0,990 (0,980 - 0,997) (0,988 (0,979 — 1,001)

Albumina 3,18 (1,105 -9,150) | 1,47 (0.369 — 5,884)

* Variables asociadas de forma independiente con la respuesta virolégica

mantenida
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Efectos adversos y modificaciones de la dosis

En la tabla 5 se resumen las retiradas prematuras del estudio, las reducciones
de dosis y los efectos adversos en ambos grupos de tratamiento. La mayoria
de los pacientes, en ambos grupos, presentaron efectos adversos sistémicos
de intensidad leve-moderada (cefalea, astenia, fiebre, mialgia). EI 40% de los
pacientes presentdé manifestaciones neuropsicolégicas, y 19 pacientes
precisaron tratamiento antidepresivo (9 pacientes en el grupo de IFN alfa-2b y
10 pacientes en el grupo de Peg-IFN alfa-2b). Un paciente fue retirado del
estudio tras presentar una episodio de psicosis aguda.

La disminucidon media maxima del numero de neutrdfilos y plaquetas se
observo entre la semana 122 y 242 de tratamiento y fue significativamente
superior en los pacientes tratados con Peg-IFN alfa-2b (1573 + 175 versus 597
+ 132 células/mm?® y 59 + 6 versus 22 + 5 x 10° células/L, respectivamente;
p<0.001, para ambas comparaciones). So6lo un paciente recibié factor
estimulador del crecimiento de colonias (C-CSF) por un episodio de
neutropenia de grado 4. En ningun otro caso se utilizaron factores
hematopoyéticos. En ambos grupos de tratamiento, los parametros
hematoldgicos recuperaron los valores basales, en las 24 semanas posteriores
a la finalizacién del tratamiento.

La disminucion media de hemoglobina fue similar en ambos grupos de
tratamiento (p= 0.58) y significativamente superior en los pacientes tratados
con zidovudina: descenso medio maximo en la semana 42 de tratamiento en los
pacientes con AZT de 3.3 £ 1.2 versus 1.7 = 1.2 en los pacientes que no

tomaban AZT (p< 0.001). (Figura 5)
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Tabla 5. Efectos adversos, abandonos prematuros del tratamiento y

reducciones de dosis en ambos grupos de tratamiento

Interferon a-2b y

Peginterferon a-2b y

Ribavirin Ribavirin
(N=61) (N=60)
Retirada prematura —no. (%)
Cualquier razén 14 (23) 10 (17) 0.52
Sindrome pseudogripal 5(8) 5(8) 0.76
Acidosis lactica 1(2) 0 0.99
Fallo hepatico 1(2) 0 0.99
Manifestaciones psiquiatricas 0 1(2) 0.99
Pérdida de seguimiento 0 1(2) 0.99
Eraelté:\ogespuesta virolégica 7 (1) 3 (5) 0.34
Reduccion de dosis del Interfer6n —no. (%)
Cualquier razén 0 16 (27) <0.001
Sindrome pseudogripal 0 13 (22) <0.001
Neutropenia 0 3 (5) 0.24
Reduccion de dosis o retirada de la Ribavirin—no. (%)*
Cualquier razén 3 (5) 10 (17) 0.07
Anemia 1(2) 3 (5) 0.6
Hiperlactatemia 2 (6) 7(12) 0.16
Efectos adversos especificos
Sindrome pseudogripal 49 (80) 53 (88) 0.34
Manifestaciones psiquiatricas ' 21 (34) 27 (45) 0.32
Afectaciéon muco-cutanea * 13 (21) 14 (23) 0.96
Neumonia 1(2) 0 0.99
Recaida ADVP 1(2) 1(2) 0.48
Hiperlactatemia sintomatica * 2 (3) 2 (3) 0.62
Acidosis lactica 1(2) 0 0.99
Descompensacion hepatica I 2(3) 0 0.48

"lrritabilidad, depresion, insomnio, psicosis

¥ Exantema, mucositis, caida de cabello

* Pacientes con hiperlactatemia sintomatica sin acidosis ni descompensacion hepética

"'Un paciente fallecio y otro presento ascitis leve
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Figura 5. Descenso de la hemoglobina en el global de pacientes estudiados

en funcién de la presencia o no de AZT en el tratamiento antiretroviral (TAR)

20 A

—&— TAR sin AZT

18 7 —e— TAR con AZT

16 -

14

12

Hemoglogina (g/dl)

10

0 4 12 24

Semanas de Tratamiento

Evolucion de lainfeccion por VIH

Observamos un descenso significativo del numero absoluto de linfocitos CD4+
en ambos grupos de tratamiento (descenso medio maximo de 208 y 172
células/mm?® en la semana 242 de tratamiento en los paciente tratados con Peg-
IFN alfa-2b e IFN alfa-2b, respectivamente; p< 0.001, para la comparacion
intragrupo), mientras que aumentd el porcentaje de linfocitos CD4+, con un
incremento maximo del 3,8 y 3,1%, respectivamente, en la semana 242 de
tratamiento. No se observaron infecciones oportunistas ni fracasos virolégicos
del VIH en ninguno de los dos grupos de tratamiento. En los pacientes sin
tratamiento antiretroviral al inicio del estudio, el ARN VIH permaneci6 estable o

indetectable durante el estudio.
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Figura 6. Evolucion de la cifra de linfocitos CD4+, en valor absoluto y en

porcentaje, durante el tratamiento en ambos grupos de estudio
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Durante el estudio fallecieron dos pacientes. El primer paciente, una mujer de
47 anos de edad, en tratamiento antiretroviral estable con ddl, d4T y efavirenz
y con cirrosis compensada previa al inicio del tratamiento con IFN alfa-2b y
RBV en enero de 2001. Tras negativizar inicialmente el ARN VHC sérico, se
observo un rebrote en la semana 122 de tratamiento (Figura 7) En la semana
202, ingresé en el hospital por un cuadro de astenia, dolor abdominal, nauseas
y pérdida de peso de dos semanas de evolucion. Se objetivd una acidosis
lactica grave (pH 7.20; lactato 10,3 mmol/L), se suspendid el tratamiento anti-
VHC y el TAR, y se inicid sueroterapia y administracion de co-factores
enzimaticos (tiamina, riboflavina, L-carnitina). Como complicacién sufrié una

neumonia por E.coli y un shock séptico, con un pico de lactato de 36 mmol/L
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Fallecid por fracaso multiorganico una semana después de su ingreso %%

El

analisis retrospectivo del mtDNA en CMSP mostré un descenso del 64% en la

semana 8?2 de tratamiento respecto al valor basal (Figura 7)

Figura 7. Evolucion del ARN VHC, ALT y mtDNA tras el inicio de IFN alfa-2b y

RBYV, en una paciente en tratamiento antiretroviral con ddl, d4T que desarrolld

una acidosis lactica y fallecio
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Tras el fallecimiento de esta paciente, afiadimos el analisis de acido lactico en

sangre al protocolo de seguridad del estudio. Globalmente, obtuvimos una

media de 7.5 £ 3.5 determinaciones de lactato por paciente en un total de 104

pacientes. Detectamos hiperlactatemia (dos muestras consecutivas con lactato
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> 2,4 mmol/L) en 22 pacientes (20%). El riesgo de desarrollar hiperlactatemia
fue superior, aunque sin alcanzar significacion estadistica, en el grupo de
pacientes en tratamiento con d4T y/o ddl (17/22) en comparacién con los
pacientes que no tomaban d-analogos de nucledsidos (52/82) (riesgo relativo:
1,96; 1C95% 0,66 — 5,86). Aunque la hiperlactatemia cursé sin sintomas en 16
de los 22 pacientes, motivd la retirada de la RBV en tres pacientes.
Observamos hiperlactatemia sintomatica (definida como pérdida de peso, dolor
abdominal, nauseas o vomitos y astenia asociados con niveles altos de lactato
sin acidosis) en cuatro pacientes, tres de los cuales tomaban d4T y/o ddl. En
todos ellos remitieron los sintomas y se normalizé el valor de lactato tras la

retirada de la RBV.

El segundo paciente fallecido, una mujer de 35 afios con cirrosis basal
compensada, inicio tratamiento en febrero de 2001. Como muestra la figura 8 la
varga viral del VHC era indetectable en la semana 122 de tratamiento, aunque
con persistencia de ALT elevada. En dicha semana, se retiré la RBV por
anemia, y se retiro el IFN alfa-2b y el TAR en la semana 242 tras la aparicion de
ascitis e ictericia. Presentd un deterioro progresivo de la funcion hepatica y

fallecio en situacion de coma hepatico dos meses mas tarde.
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Figura 8. Descompensacion hepatica durante el tratamiento con IFN y RBV
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Deplecion del ADN mitocondrial asociada al tratamiento del VHC

De modo retrospectivo analizamos el contenido del mtDNA respecto al nDNA
en CMSP mediante una técnica de PCR en tiempo real (ver métodos). La
técnica se valido en muestras procedentes de 25 sujetos sanos, 20 pacientes
infectados por VIH sin TAR y 68 pacientes infectados por VIH en TAR, incluidos
en el presente ensayo clinico. No se observaron diferencias en la mediana del
cociente mtDNA/nDNA entre los sujetos sanos y los pacientes VIH+ sin TAR.
Por el contrario, la mediana basal del cociente mtDNA/nDNA fue
significativamente inferior en los 68 pacientes con TAR en comparacion con los
controles sanos (124 vs. 193, respectivamente; p= 0.038). En los pacientes con

TAR, el cociente mtDNA/nDNA fue inferior en los 46 pacientes que recibian
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d4T y/o ddl (mediana 103; rango 75-161) respecto a los 22 pacientes que no
recibian d-analogos (mediana: 161; rango: 104-282; (p= 0,016). Los cambios
en el contenido del mtDNA durante el tratamiento se analizaron en muestras de
CMSP obtenidas antes del inicio y en las semanas 42 y 122 de tratamiento, en
27 paciente pacientes con valores normales de lactato y en 17 de los 22
pacientes con niveles elevados de lactato. En este ultimo grupo de pacientes
se observo un mayor descenso del cociente mtDNA:nDNA en la semana 42 de
tratamiento significativo en la semana 42 de tratamiento respecto al grupo de
pacientes con cifras normales de lactato (p= 0,011) (figura 9). En los seis
pacientes que presentaron manifestaciones asociadas con toxicidad
mitocondrial (hiperlactatemia sintomatica, acidosis lactica o fallo hepatico) el
cociente mMtDNA:nDNA descendié en promedio un 54%, desde una mediana
basal de 107 (rango, 40 — 124) hasta una mediana de 49 (rango, 24 — 79),

entre la semana 42 y 122 de tratamiento.
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3. SEGUNDO ESTUDIO: UTILIDAD DE LA RESPUESTA VIROLOGICA
RAPIDA PARA INDIVIDUALIZAR LA DURACION DEL TRATAMIENTO DEL

VHC, GENOTIPO 3, EN PACIENTES CO-INFECTADOS POR VIH
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3.1. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS DEL SEGUNDO ESTUDIO

La recomendacion recogida en un documento de consenso de tratar a todos los
pacientes coinfectados, durante al menos 48 semanas con independencia del
genotipo '® no esta basada en estudios disefiados para establecer la duracion
Optima de tratamiento, y todavia no se ha demostrado que el tratamiento de los
pacientes con genotipo 2/3 durante 48 semanas sea mas eficaz que pautas
mas cortas de 24 semanas. En el estudio 1, el 71% de los pacientes tratados
durante 24 semanas con Peg-IFN alfa-2b y RBV obtuvieron una respuesta
virolégica mantenida, porcentaje similar al obtenido en otros estudios con
pautas de 48 semanas®®?%. Ademas, observamos que el 85 % los pacientes
con una respuesta virolégica rapida (ARN-VHC < 100 Ul/mL en la semana 42
de tratamiento) obtuvo una respuesta virolégica mantenida, y so6lo un 6% de
ellos recidivaron tras 24 semanas de tratamiento, con independencia de la

rama de tratamiento asignada, Peg-IFN alfa-2b 6 IFN alfa-2b convencional.
Objetivos:

1. Estudiar la utilidad de la respuesta viroldégica observada en la semana 42
de tratamiento como guia para individualizar la duracion del tratamiento

en pacientes con genotipo 3.

2. Analizar mediante una técnica comercializada de PCR cuantitativa en
tiempo-real el descenso del ARN-VHC en la semana 42 de tratamiento y
establecer el punto de corte con mayor capacidad para discernir entre

pacientes con y sin respuesta virolégica mantenida
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3.2. METODOLOGIA DEL SEGUNDO ESTUDIO.

Seleccién de pacientes

Se incluyeron en el analisis los pacientes con genotipo 2/3 incluidos en el
estudio 1 que habian completado las 24 semanas de tratamiento con Peg-IFN y
RBV establecidas en el protocolo con la condicién de que se conservasen
congeladas a -80° C muestras de suero obtenidas en la semana 42 de
tratamiento.

Analisis de laboratorio

En las muestras obtenidas en la semana 4?2 de tratamiento del subgrupo de
pacientes con genotipo 2/3 , analizamos el ARN VHC mediante una técnica
comercializada de PCR en tiempo real combinada con una plataforma de
extraccion del ARN automatizada (COBAS AmpliPrep-COBAS-TagMan 48™:;
Roche Diagnostics), con una sensibilidad de 15 Ul/mL y un rango de linealidad
de 43 a 68.000.000 Ul/mL.

Analisis estadistico

A partir de la respuesta viroldégica obtenida en la semana 42 de tratamiento
analizamos mediante curvas ROC el punto de corte (descenso del ARN VHC
respecto al valor basal) mas apropiado para discernir entre pacientes con y sin
RVM. La identificacibn de las variables pre-tratamiento asociadas con la
respuesta virologica en la semana 42 de tratamiento y con la RVM se llevo a
cabo mediante anadlisis de regresion logistica multivariante. Para ello, las
variables con distribucion no normal se sometieron previamente a
transformacioén logaritmica. Se construyeron modelos de regresion adicionales
en los que se incluyé como variable independiente predictora de la RVM la

respuesta virologica obtenida en la semana 42 de tratamiento, tanto en forma
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de variable categoérica (< 50 Ul/mL; < 600 Ul/mL 6 descenso = 2 log1p) 0 como

variable continua

3.3. RESULTADOS DEL SEGUNDO ESTUDIO

De los 42 pacientes con genotipo 2/3 incluidos en el primer estudio,
disponiamos la muestra congelada de suero obtenido en la semana 42 de
tratamiento en 35 pacientes. Las caracteristicas pre-tratamiento de estos 35
pacientes estan resumidas en la tabla 1.

La mayoria de los pacientes eran varones, en tratamiento antiretroviral con
ARN VIH indetectable y una media de linfocitos CD4 superior a 500/mm®. El

80% de los pacientes tenia un ARN VHC > 800.000 Ul/mL.
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Tabla 1. Caracteristicas pre-tratamiento de los 35 pacientes coinfectados

VHC/VIH, con genotipo 3, incluidos en el estudio.

Variable *
Edad (afios) 39+3.9
Varones, n (%) 30 (86)
Uso parenteral de drogas —no. (%) 29 (83)
Duration of infection (yrs) 20+5
Body-mass index * 24 +3
Serum HCV RNA
e Mean (log IU/mL) 6.36 £ 0.78
e >800,000 IU/mL —no. (%) 28 (80)

Treatment group
e Peg-Interferon-a2b —no. (%) 18 (51)

e Interferon-a2b —no. (%) 17 (49)
Ribavirin dose (mg/kg) 11.5+1.8
ALT (IU/L) 123+ 73
AST (IU/L) 99 + 65
y-Glutamil Transpeptidase (IU/L) 99 +73
Serum albumin (g/L) 41+4
Leukocytes (x 10° cells/uL) 6.5+1.9
Haemoglobin (gr/dL) 151+1.6
Platelets (x 10 /L) 187 + 45
Mean CD4+ count /mm?® 555 + 218
HIV RNA < 80 ¢/mL —no. (%) 28 (80)
Antiretroviral treatment —no. (%) 31 (89)

2 ITIAN + 1 ITINAN 22 (63)

2 ITIAN + 1PI 5(14)

3 ITIAN 1(3)

Other 309
Nucleoside RT inhibitors 30 (86)

Zidovudina 13 (37)
Estavudina 14 (40)
Didanosina 5(14)
Lamivudina 24 (69)

Abacavir 4 (11)




Notas de pié de pagina de latabla 1

* Las variable continuas se expresan como media £ desviacion estandar

T Intervalo transcurrido desde el inicio de la adiccién a drogas por via parenteral o la
administracion de factores de coagulaciéon

T Calculado como cociente entre el peso (Kg) y el cuadrado de la altura (m?)

ITIAN: Inhibidores de la transcriptasa inversa, analogos de nucledsido

ITINAN: Inhibidores de la transcriptasa inversa, no analogos de nucleédsido

Tres pacientes abandonaron el tratamiento por intolerancia o se desconoce la
respuesta al final del seguimiento. La dosis de RBV se redujo en tres casos por
anemia y se suspendid definitivamente en otros tres pacientes por
hiperlactatemia sintomatica. En cuatro pacientes se redujo la dosis de Peg-IFN
alfa-2b por sindrome gripal. En el analisis por intencién de tratamiento, 23
pacientes (66%) obtuvieron una RVM; 78% (14/18) en el grupo de tratamiento
de Peg-IFN alfa-2b y el 53% (9/17) en el grupo tratado con IFN alfa-2b
convencional (RR 1,47; IC 95% 0,88 — 2,45; p= 0,164).

Globalmente, con independencia del grupo de tratamiento, en el 49% (17/35)
de las muestras de suero re-analizadas tenian un ARN VHC < 50 Ul/mL en la
semana 42 de tratamiento. De estos respondedores rapidos (RVR), el 88%
(15/17) obtuvieron una RVM, y solo un paciente (6%) de los 16 respondedores
rapidos con carga viral indetectable al final del tratamiento, recidivo. Por el
contrario, 12 (67%) de los 18 pacientes con ARN VHC > 50 Ul/mL en la
semana 42 de tratamiento obtuvo respuesta virolégica al final del tratamiento
(RFT) y cuatro de estos pacientes (33%) recidivaron (RR 2,0; IC 95% 0,28 —
14,2); p= 0,85). En consecuencia, la RVM en el subgrupo de pacientes sin

respuesta rapida fue del 44% (8/18) (Respecto a los pacientes con respuesta
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rapida: RR 0,50; IC 95% 0,29 - 0,87; p= 0,012). En la figura 1, se resumen los
valores obtenidos utilizando como punto de corte de respuesta virolégica rapida
ARN VHC < 600 Ul/mL.

Con los valores de ARN VHC obtenidos en la semana 4° de tratamiento, se
construydé una curva ROC cuyo area bajo la curva fue 0,812 (IC 95% 0,650 —
0,973). La sensibilidad, especificidad, el valor predictivo positivo y valor
predictivo negativo para la obtencion de una RVM fueron 0,65; 0,83; 0,88 y
0,56 respectivamente empleando una carga viral < 50 Ul/mL como punto de
corte para la definicion de respuesta rapida, y 0,83; 0,75; 0,86 y 0,69
respectivamente, cuando se empled como punto de corte de respuesta rapida
una carga viral < 600 Ul/mL en la semana 42 de tratamiento.

En el analisis de regresion logistica, ninguna de las variables basales
introducidas en el modelo (edad, sexo, grupo de tratamiento, ARV VHC, ALT,
AST, GGT, peso, numero de linfocitos CD4+) se asociéo con la respuesta
viroloégica observada en la semana 42 de tratamiento (utilizando ARN VHC <
50UlI/mL 6 < 600 Ul/mL como variables independientes), mientras que los
pacientes con valores mas elevados de AST obtuvieron un porcentaje inferior
de RVM (OR 0.987; IC 95% 0.976 — 0,998; p= 0,026). Cuando incluimos la
respuesta viroldégica observada en la semana 4% en el modelo de regresion
multivariante, ambas variables la AST y la respuesta viroldgica rapida se
asociaron con la RVM. El mejor modelo para la prediccion de RVM incluia el
valor de AST pre-tratamiento (OR: 0,983; IC: 0,969 — 0,997; p= 0,020) y ARN
VHC < 600 Ul/mL en la semana 42 de tratamiento (OR: 11,3; IC: 1,70 — 75.0;

p=0,012).
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Figura 1. Respuesta virolégica al final del tratamiento (RFT), respuesta
virolégica mantenida (RVM) y riesgo de recidiva en funcién de la respuesta

observada en la semana 42 de tratamiento (< 6 > 600 UI/L)

Analisis de muestras de pacientes coinfectados con
genotipo 3 incluidos en el primer estudio, mediante COBAS
AmpliPrep-COBAS TagMan 48
N =35

\
ARN VHC en la semana 42

< 600 Ul/mL >= 600 Ul/mL
v v
22/35 (63%) 13/35 (37%)
Abandono n=1 No respuesta n= 4
Perdido seguimiento n=1 Abandono n=1
RFT RR, 1.48; IC 95%, 0.94-2.32 RFT
20/22 (91%) P=0.075 8/13 (62%)

\ 4 A
RECIDIVA RR, 0.10; IC 95%, 0.01-0.76 RECIDIVA
1/20 (5%) P=0.015 4/8 (50%)

o RVM RR, 2.81; IC 95%, 1.22-6.45 RVM P
7| 19/22 (86%) P =0.002 4/13 (31%) |
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4. TERCER ESTUDIO: UTILIDAD DE LA MONITORIZACION PRECOZ DE
LOS NIVELES SERICOS DE RIBAVIRINA EN LA OPTIMIZACION DEL

TRATAMIENTO DEL VHC EN PACIENTES CO-INFECTADOS POR VIH
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4.1. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS DEL TERCER ESTUDIO

La RBV en combinacion con el peginterferon alfa aumenta el porcentaje de
pacientes que obtienen una respuesta virolégica mantenida, sobre todo
mediante la reduccién de las recidivas viroldgicas '" ?® ?’. Sin embargo, el
papel que juega la RBV en la respuesta virolégica en las primeras semanas de

28-30

tratamiento y su mecanismo de accién no se conoce con certeza’'.

Ademas, la RBV muestra una gran variabilidad interindividual en su
biodisponibilidad **>* y su principal efecto adverso es la anemia hemolitica que
puede condicionar la disminucion de la dosis o su retirada precoz,
comprometiendo la eficacia del tratamiento®. En este contexto, la

monitorizacion precoz de los niveles séricos de RBV podria resultar util en la

optimizacién del tratamiento en pacientes coinfectados por VHC/VIH.

Objetivos:
1. Analizar los factores asociados con la concentracidon sérica de RBV en
las semanas 42 y 122 de tratamiento.
2. Estudiar la influencia de los niveles séricos de RBV en la semana 4% y
122 de tratamiento sobre la cinética de respuesta virolégica, globalmente
y en el andlisis estratificado por genotipos del VHC.
3. Analizar la correlacion entre los niveles en suero de RBV y el descenso

de hemoglobina en las semanas 42 y 122 de tratamiento.
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4.2. METODOLOGIA DEL TERCER ESTUDIO

Se incluyeron en el estudio los pacientes coinfectados por VHC/VIH de los que
se conservaban congeladas muestras de suero obtenidas en la semana 4% y
122 de tratamiento con peginterferon alfa-2b y RBV. Todos los pacientes
estudiados formaban parte del estudio 1 o de un estudio exploratorio en curso
en nuestro centro en el que los pacientes reciben tratamiento con Peg-IFN alfa-
2b y RBV ajustada al peso del paciente (800-1200 mg/dia), individualizando la
duracion (24 a 60 semanas) en funcion de la respuesta virolégica observada en
la semana 42 y 122 de tratamiento. Los criterios de inclusién en este estudio
fueron iguales a los empleados en el estudio 1

Analisis de laboratorio

Las muestras de sangre se obtuvieron antes de la primera dosis de RBV en
tubos Vacutainer sin aditivos y el suero obtenido por centrifugacién de la
muestra se conservé congelada a —80° C. La concentracién sérica de RBV se
analizé por HPLC, mediante una modificacion de un método previamente
descrito®® La separacion cromatografica se obtuvo mediante una columna
Symmetry 300TM 150 x 4.6 mm con una tamaro de particula. Como estandar
interno se utilizé 3-methylcytidine methosulfate. Los tiempos de retencion de la
RBV y del estandar interno fueron 3.28 and 4.65 minutos, respectivamente. El
limite inferior de deteccion se establecié en 0.25 pg/mL. La variabilidad intra e
inter-analisis fue 5.8 y 9.3% para una concentracién de RBV de 1 ug/mL. Con
la finalidad de estudiar la estabilidad de la RBV en las muestras congeladas, se
re-analizaron 15 muestras separadas un intervalo de 6 meses.

Con la finalidad de corregir los niveles séricos de cada paciente en funcién de

la dosis recibida de RBV, normalizamos los niveles séricos de RBV, dividiendo
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la concentracién de cada paciente entre la dosis de RBV recibida por Kg. de
peso. El clearance de creatinina basal se estimé mediante la ecuacion de
Cockroft-Gault

La monitorizacion del ARN VHC en las semanas 42 y 122 de tratamiento se
realizé mediante un test de PCR en tiempo real acoplado con una plataforma
de extraccion (COBAS AmpliPrep-COBASTagMan 48; Roche Molecular
Diagnostic, Pleasanton, California, USA) con un limite de deteccién de 15
Ul/mL y un intervalo de linealidad de 43 - 68.000.000 IU/mL. Definimos
respuesta virologica rapida como ARN VHC indetectable en la semana 42 de
tratamiento y respuesta virolégica precoz como ARN VHC indetectable en la
semana 122 de tratamiento

Analisis estadistico

Los resultados se expresan en porcentaje, en caso de variables categoricas, y
como mediana (amplitud intercuantilica) o media + desviacién estandar en caso
de variables continuas. Para comparar variables cuantitativas se empled el test
t de Student o, en caso de distribucién no normal de la variable analizada, con
un test no paramétrico como el test U de Man-Withney o el test de Wilcoxon.
Para estudiar los factores asociados con la concentracion sérica de RBV se
realizé un analisis de regresion lineal multivariante, incluyendo en el modelo
inicial todas las variables pre-tratamiento potencialmente relacionadas con la
biodisponibilidad de la RBV. ElI modelo final conserva las variables
estadisticamente significativas (p < 0.05). Mediante una aproximacion similar
se estudié el descenso de la hemoglobina en las semanas 42 y 122 de
tratamiento, incluyendo como covariable en el modelo la concentracién de

RBV. Las variables relacionadas con la respuesta virolégica en la semana 42 y
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122 de tratamiento se analizaron mediante analisis univariante y un modelo de
regresion logistica multivariante. La correlacion entre la concentraciéon sérica de
RBV vy el descenso de hemoglobina se realizé mediante el test de Spearman.
Con los valores de RBV obtenidos en las semanas 42 y 122 de tratamiento
construimos curvas ROC (Receiver operating characteristics) con la finalidad
de encontrar el punto de corte con mayor capacidad de discriminacion entre los
pacientes con y sin respuesta virolégica

El analisis estadistico se realizd mediante el paquete estadistico SPSS para

Windows, version 12.0 (SPSS, IL)

4. 3. RESULTADOS DEL TERCER ESTUDIO

Desde enero de 2001 hasta junio de 2006, 110 pacientes coinfectados por
VHC/VIH iniciaron tratamiento con Peg-IFN alfa 2-b y RBV, de los cuales 94
tenian muestra de suero obtenida en la semana 42 y 122 de tratamiento
congelada. Las caracteristicas de los pacientes estan resumidas en la tabla 1.
La mayoria de los pacientes eran varones, con historia previa de ADVP, el 90%
recibia TAR y el 85% tenia ARN VIH < 50 copias/mL.

La dosis mediana de RBV administrada fue 13.5 mg/kg (10.5-15.3mg/kg).
Aunque la dosis de RBV se redujo por anemia (n = 6) o hiperlactatemia (n = 1)
en 7 pacientes (7.4 %) durante las primeras 12 semanas de tratamiento,
observamos un aumento en la concentracion valle de RBV en suero desde 1.7
ug/mL (1.26-2.34ug/mL en la semana 42 hasta 1.97 ug/mL (1.43-2.75ug/mL)
en la semana 122 de tratamiento. Un aumento similar se produjo en la
concentracion de RBV ajustada a la dosis de RBV (mg/kg): 0.14ug/mL/dosis
(0.10-0.17ug/mL) en la semana 4 y 0.16 ug/mL (0.11-0.19 pg/mL) en la

semana 122. El coeficiente de variacion de la RBV normalizada fue 28.5% vy
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36.2%, respectivamente. En el analisis de regresion lineal multivariante, la
dosis de RBV (mg/kg) y la co-administracion de tenofovir se asociaron con una
concentracion mas alta de RBV, mientras la edad, el sexo, el clearance basal
de creatinina, el indice de masa corporal y otros farmacos antiretrovirales no
influyeron en la concentracién de RBV (tabla 2)

En la semana 42 el descenso medio de hemoglobina fue 2.22 mg/dL (IC
95%,1.93- 2.50mg/dL) y posteriormente se estabilizd. La co-administracion de
zidovudina se asocié con un mayor descenso de hemoglobina (OR, 1.74; IC
95%, 0.97-2.51; p< 0.001), mientras que la concentracién de RBV vy las otras
variables basales no influyeron en el descenso de la hemoglobina.

En los pacientes que no recibian zidovudina, observamos una débil correlacion
entre la concentracion sérica de RBV y el descenso de hemoglobina en la
semana 4?2 (r =0.32; p= 0.006) y en la semana 122 (r=0.35; p=0.004). En el
analisis de regresion lineal multivariante, en  pacientes sin tratamiento
concomitante con zidovudina, ni la concentracion de RBV ni ninguna variables
pre-tratamiento se asociaron con el descenso de hemoglobina.

El 36.2 % (34/94) y el 75.5% (71/94) de los pacientes obtuvieron respuesta
virolégica (ARN VHC < 50 Ul/mL) en la semana 42 y 122 de tratamiento,

respectivamente (tabla 3).
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Tabla 1. Caracteristicas basales de los 94 pacientes incluidos en el estudio

Parametro @

Edad (anos)

39.7 (35.4-43.0)

Varones

67 (71%)

UDVP

74 (78.7%)

IMC ° (Kg/m?)

22.9 (20.7-24.9)

Aclaramiento de creatinina (mL/min)

100.7 (86.6-115.6)

Peg-IFN alfa-2b (ug/kg)

1.45 (1.38 — 1.50)

ARN VHC sérico
Mediana (log1o IU/mL)
>800,000 IU/mL

6.3 (5.9-6.8)
71 (75.5%)

Genotipo VHC
1
3
4

41 (43.6%)
32 (34.0%)
21 (22.3%)

Cirrosis hepatica © (F5-F6)

16/38 (42.1%)

Ribavirina (mg/kg)

13.5 (10.5 - 15.3)

ALT (UI/L) 80 (53 -121)
AST (UI/L) 58 (43 -91)
v-glutamil Transpeptidasa (UI/L) 85 (46 — 175)

Hemoglobina (gr/dL)

14.8 (14.0 — 15.8)

Plaquetas (x 10 °/L)

177 (144 — 16)

Linfocitos CD4+ /mm?®

515 (407 — 682)

Tratamiento antiretroviral

82 (87.2%)

ITINN 48 (51.1%)
IP 26 (27.7%)
Zidovudine 13 (13.8%)
Stavudine 30 (31.9%)

Lamivudina/Emtricitabina

48 (51.1%)

Abacavir 26 (27.7%)
Didanosina 10 (10.6%)
Tenofovir 39 (41.5%)




Notas de pié de pagina Tabla 1

UDVP: usuario de drogas por via parenteral

ITINN: Inhibidor de la transcriptasa inversa no analogo de nucledsido.

IP: Inhibidor de la proteasa.

2, Las variables continuas se expresan como mediana (amplitud intercuantilica)

® IMC, indice de masa corporal
¢ La valoracién histologica se realizé de acuerdo con la escala de Ishak modificada;

los estadios F5-F6 corresponden a cirrosis

Tabla 2. Variables predictores de la concentracion sérica de ribavirina (RBV)

en las semanas 4? y 122 de tratamiento

Analisis multivariante @ |

Parametro Beta (IC 95%)
Semana 42
Dosis RBV (mg/kg) 0.21 (0.12-0.29) < 0.001
Tenofovir 0.55(0.19-0.92) 0.004
Semana 122
Dosis RBV (mg/kg) 0.14 (0.03 — 0.26) 0.018
Tenofovir 0.64 (0.15-1.14) 0.012

@ Analisis de regresion lineal multivariante por pasos hacia atras. EI modelo
inicial incluia ademas edad, sexo, filtrado glomerular de creatinina, IMC y

farmacos antiretrovirales.
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Tabla 3. Respuesta viroldgica ® observada en las semanas 42y 122 de

tratamiento con peginterferon alfa-2b y ribavirina

Pacientes Semana 42 (%) Semana 122 (%)
Global 34/94 (36.2) 71/94 (75.5)
Genotipo 1 9/42 (21.4) 27/42 (64.3)
Genotipo 3 23/31 (74.2) 31/31 (100)
Genotipo 4 2/21 (9.5) 13/21 (61.9)

2 Definida como ARN VHC indetectable en muestras analizadas mediante un
test de PCR en tiempo real con un limite de deteccion de 15 copias (COBAS
AmpliPrep-COBASTagMan 48; Roche Molecular Diagnostic, Pleasanton,
California, USA)

La concentracion mediana de RBV en la semana 42 de tratamiento fue menor
en los pacientes con respuesta virologica rapida (1.43 pug/mL; IQR, 1.22-2.16
ug/mL) que en aquellos con ARN VHC detectable en este punto del tratamiento
(1.87 upg/mL; IQR, 1.29-2.52 ug/mL; p=0.054) y las diferencias fueron
estadisticamente significativas en pacientes con genotipo 1 6 4 (1.22 pg/mL;

IQR, 0.75-1.48 ug/mL vs. 1.87; IQR,1.27-2. 35 ug/mL; p= 0.003) (Figura 1)
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Figura 1. Correlacion de los niveles de RBV en suero en la semana 42 y 122 de
tratamiento con la respuesta virolégica rapida (RVR, definida como ARN VHC <
50 IU/mL en la semana 42) y la respuesta virolégica precoz (RVP, definida

como ARN VHC < 50 Ul/mL en la semana 122)
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En pacientes con genotipo 1/4, el analisis de regresion logistica mostré que el
ARN VHC pre-tratamiento < 800.000 Ul/mL y una menor concentracién sérica
de RBV se asociaron con una mayor probabilidad de alcanzar ARN VHC
indetectable en la semana 42 de tratamiento, mientras que la carga viral basal
baja fue la unica variable asociada con ARN VHC indetectable en la semana
122 (tabla 4). El tratamiento con abacavir (n=26; 27,7%)o cualquier otro

farmaco o combinacion de farmacos antiretrovirales, no influyé en la respuesta
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virolégica en las semanas 42 y 122 de tratamiento. En los pacientes con
genotipo 3, ni la concentracion de RBV ni ninguna variable basal se asociaron

con la respuesta virolégica en las semanas 42 y 122 de tratamiento

Tabla 4. Variables® asociadas con la respuesta virolégica (ARN VHC < 50

Ul/mL) en las semanas 42 y 122 de tratamiento con peginterferon alfa-2b y

ribavirina, en pacientes con VHC genotipo 1/4

. Andlisis Andlisis
Variable . . . X
univariante multivariante
OR (IC 95%) OR (IC 95%)
Semana 42
ARN VHC
> 800.000 Ul/mL 0.22 (0.05-0.80) 0.034 0.06 (0.003 - 1.05) | 0.054
Concentracion
de RBV sérica 0.12 (0.24 - 0.62) 0.011 0.07 (0.01 — 0.03) 0.026
Semana 122
ARN VHC
> 800.000 Ul/mL 0.11 (0.01 — 0.88) 0.038 0.11 (0.01- 0.93) 0.043
Concentracion
de RBV sérica 0.93 (0.59 — 1.43) 0.705 0.76 (0.41 — 1.45) 0.423

®Variables pre-tratamiento analizadas: edad, sexo, IMC, ARN VHC basal,
genotipo VHC, dosis de ribavirina (mg/kg), AST, ALT, v-glutamil-
Transpeptidasa, cirrosis hepatica, tratamiento antiretroviral, concentracion de
RBV en la semana 4% y semana 122 (en modelos de regresidon logistica

independientes)
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Globalmente, en el analisis mediante curvas ROC, la concentracion sérica de
RBV mostré baja capacidad para diferenciar entre pacientes con y sin
respuesta virolégica en la semana 42 (area bajo la curva, 0.63; IC 95%, 0.5 —
0.74) y en la semana 122 de tratamiento (area bajo la curva, 0.54; IC 95%, 0.39
— 0.69). La capacidad de la concentracion de RBV para discriminar entre
pacientes con y sin respuesta virolégica en la semana 4 aumentd notablemente
en el subgrupo de pacientes con genotipo 1 6 4 (area bajo la curva 0.82; IC
95%, 0.7 — 0.94). En los pacientes con genotipo 1/4, el punto de corte con
mayor capacidad de discriminacion entre pacientes con y sin ARN VHC
indetectable en la semana 42 de tratamiento fue RBV < 1.63 ug/mL
(sensibilidad, 1; especificidad, 0.64; valor predictivo positivo, 0.35; valor

predictivo negativo, 1).
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5. CUARTO ESTUDIO: EFICACIA DE LA COMBINACION PEGINTERFERON
ALFA-2B Y RIBAVIRINA EN EL TRATAMIENTO DEL VHC EN PACIENTES
CO-INFECTADOS POR VIH CON FRACASO PREVIO A INTERFERON Y

RIBAVIRINA
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5.1. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS DEL CUARTO ESTUDIO

Los resultados de los diversos ensayos clinicos publicados recientemente,
incluidos los resultados obtenidos en el primer estudio, han demostrado que la
combinacioén de interferén pegilado y RBV es mas eficaz que el tratamiento
combinado con interferéon alfa convencional y RBV frente al VHC en pacientes

coinfectados por VIH 2¥2% 38 39

Sin embargo, disponemos de escasa
informacion respecto a la eficacia del interferon pegilado alfa y RBV en
pacientes coinfectados por VHC/VIH con fracaso viral previo a IFN alfa
convencional y RBV* Ademas, no existen en las guias terapéuticas

recomendaciones especificas de tratamiento de estos pacientes ' #'

Objetivos:

1. Analizar la eficacia del tratamiento combinado con Peg-IFN alfa-2b y
RBYV en el re-tratamiento de pacientes VHC/VIH con historia de fracaso
viral previo a IFN alfa-2b y RBV.

2. Estudiar las variables pre-tratamiento asociadas con la respuesta
virolégica mantenida.

3. Analizar la sensibilidad de la respuesta virolégica precoz para detectar a

los pacientes no respondedores.
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5.2. METODOLOGIA DEL CUARTO ESTUDIO

Estudio abierto, no controlado, llevado a cabo en nuestro hospital, en el que se
incluyeron 21 pacientes coinfectados por VHC/VIH que habian presentado
ausencia de respuesta virica o recidiva virica al tratamiento previo con IFN
convencional (1.5 MUI/ 3 veces por semana) y RBV (800 mg/dia). Dieciocho de
estos pacientes habia sido incluidos en el estudio 1. Se aplicaron, ademas, el
resto de criterios de seleccidon especificados para el estudio 1. A los pacientes
se les ofrecio la posibilidad de realizar una biopsia hepatica antes de iniciar el
estudio, aunque la ausencia de biopsia hepatica no fue un criterio de exclusion.
El grado de inflamacién y el estadio de fibrosis en las muestras hepaticas se

establecid mediante la clasificacion modificada de Ishak *?

. Los pacientes
elegidos fueron tratados con Peg-IFN (Peglintron, Schering-Plough, Kenilworth,
NJ) 1.5 pg/kg/semana y RBV (Rebetol; Schering-Plough) ajustada al peso del
paciente, < 65 Kg/d, 800 mg/dia; 65 — 85, 1000 mg/dia; >85 Kg, 1200 mg/dia,
dividido en dos dosis. Las modificaciones de la dosis de RBV y de Peg-IFN en
caso de aparicion de efectos adversos se realizaron siguiendo los mismos
criterios especificados en el estudio 1. Se contempld la administracion de

eritropoyetina a una dosis necesaria para mantener una cifra de Hemoglobina =

10 mg/dL, y de G-CSF para mantener una cifra de neutroéfilos > 500 pL.

Analisis de laboratorio

El andlisis del ARN VHC se realiz6 mediante una técnica cualitativa de PCR
comercializada (Cobas Amplicor HCV v2.0; Roche Molecular Systems,
Branchburg, NJ) con un limite de deteccién de 50 Ul/mL. La determinacion del
ARN VHC pre-tratamiento y del ARN VHC en la semana 122 de tratamiento se

realizd con una técnica de PCR comercializada (Monitor HCV Test v2.0, Roche
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Diagnostics, Systems, Branchburg, NJ) con un limite de deteccién de 600

Ul/mL Ul/mL.

Valoracion de la seguridad

Se llevé a cabo un examen fisico y analisis bioquimico y hematoldgico las
semanas 42, 82, 122, 242 362 y 482 de tratamiento. En cada visita se recogio la
incidencia de efectos adversos. Se le proporciond al paciente un numero de
teléfono de acceso directo a una enfermera especializada y al médico
responsable, con la finalidad de facilitar el cumplimiento terapéutico y evitar

abandonos precoces por efectos adversos

Valoracion de la eficacia

La variable primaria de eficacia analizada fue la respuesta viral mantenida,
definida como ARN VHC < 50 Ul/mL 24 semanas después de finalizado el
tratamiento. Analizamos el valor de la respuesta virolégica en la semana 122 de
tratamiento, definida como un descenso del ARN VHC = 2 log10 respecto al

valor pre-tratamiento en la prediccion de la respuesta virologica mantenida.

Analisis estadistico

El analisis de la eficacia se realizé de acuerdo con el principio de intencion de
tratamiento, considerando los abandonos precoces y la falta de evaluacién en
la semana 242 post-tratamiento como fallo terapéutico. Los resultados estan
expresados en porcentaje en el caso de variables categoricas y medianas
(amplitud del intervalo) en el caso de variables continuas. Para la comparacion
de las variables continuas independientes utilizamos el test de Mann-Withney y
para comparar variables continuas apareadas el test de Wilcoxon. Las

variables categodricas se compararon mediante el test de Fisher. No analizamos
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los resultados mediante un analisis multivariante por el niumero limitado de
pacientes incluidos en el estudio (n = 21).

Las diferencia obtenidas con las diferentes variables se consideraron
estadisticamente significativas para valores de P < 0.05. El andlisis estadistico
de los datos se realizé mediante el paquete estadistico SPSS version 12.0 for

Windows (SPSS Inc., Chicago, IL; USA).

5.3. RESULTADOS DEL CUARTO ESTUDIO

Entre marzo de 2004 y mayo de 2005 se incluyeron en el estudio 21 pacientes
de raza caucasiana, cuyas caracteristicas basales, se resumen en la tabla 1.
Entre los pacientes incluidos, 14 habian presentado un fracaso virolégico y 7
habian recidivado a una pauta de tratamiento previo con IFN convencional y
RBV. Ademas, entre los 14 pacientes sin respuesta virolégica previa, en 4
casos se habia producido una respuesta plana (descenso del ARN VHC < 2
logio) mientras que los restantes 10 pacientes habian presentado una
respuesta parcial (descenso del ARN VHC = 2 logqo sin alcanzar una carga

viral indetectable).
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Tabla 1. Caracteristicas pre-tratamiento de los 21 pacientes

Fracaso virologico

Edad, afios 43.9 (32-50.6)
Varones 18 (86%)
UDVP 15 (71%)
Peso, Kg. 78.2 (53-95)
ARN VHC sérico

Mediana, logio Ul/mL 6.2 (4.5-6.8)

>800.000 Ul/mL 15 (71%)
Genotipo VHC

1 16 (76%)

3 4 (19%)

4 1 (5%)
Respuesta viroldgica previa

Recidiva 7 (33.3%)

14 (66.7%)

Cirrosis hepatica, F5-F6°

6/17 (35.3%)

Ribavirina (mg/kg)

13.5 (10.5 - 15.3)

ALT, UI/L

68 (41 -142)

AST, Ul/L

63 (28 - 216)

Plaquetas, x 10 °/L

173 (70 — 329)

CD4+ células/ mm?®

527 (118 — 1290)

ARN VIH < 50 copias/mL

17 (81%)

Tratamiento antiretroviral

19 (90.5%)

2ITIN + 1 ITINN 12 (57.1%)
2ITIN+11IP 3 (14.3%)
3ITIN 2 (9.5%)
Otros 2 (9.5%)
Naive 2 (9.5%)
Nucledsido/Nucledtido inhibidor Tl 18 (85.7%)
Zidovudina 1(4.8%)
Estavudina 1(4.8%)
Lamivudina 11 (52.4%)
Emtricitabina 1(4.8%)
Abacavir 7 (33.3%)
Tenofovir 14 (66.7%)
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Notas de pié de pagina Tabla 1

UDVP: usuario de drogas por via parenteral

ITIN: Inhibidor de la transcriptasa inversa (Tl) analogo de nucledsido/nucleétido.
ITINN: Inhibidor de la transcriptasa inversa (T1) no analogo de nucledsido.

IP: Inhibidor de la proteasa.

@ Las variables continuas se expresan como mediana (valores extremos); ° se
realizd biopsia hepatica en 17 pacientes. La valoracion histoldgica se realizd de
acuerdo con la escala de Ishak modificada; los estadios F5-F6 corresponden a

fibrosis

Durante las primeras 12 semanas de tratamiento, la dosis acumulada de Peg-
IFN se redujo una mediana del 11% (valores extremos, 7% — 21%), respecto a
la dosis completa prevista al inicio del tratamiento, en 15 (71%) pacientes,
debido a la aparicion de efectos adversos neuropsiquiatricos (n = 4), pérdida de
peso > 10% respecto al basal (n = 3) o toxicidad hematologica (n = 5). Ademas,
la dosis de RBV se redujo en tres pacientes por anemia hemolitica, uno de los
cuales precis6 ademas reduccion de la dosis de Peg-IFN.

Un paciente recibidé eritropoyetina por anemia y en otro caso se administro
factor estimulante de granulocitos (G-CSF) por neutropenia. En ningun caso se
suspendio el tratamiento por efectos adversos.

Respecto a la evolucion de la infeccion por VIH, observamos un descenso
medio maximo de 222 células/ mm?® en la cifra absoluta de linfocitos CD4+ (IC
95%,118-326 células/mm? p<0.001) en la semana 242 de tratamiento,
asociado con un aumento medio del 5% del porcentaje de linfocitos CD4+ en
dicho punto del tratamiento (IC 95%, 2-8%; p=0.001). Ningun paciente
presento fracaso viroldgico ni progresion clinica del VIH durante el tratamiento

del VHC. EI descenso medio del peso corporal durante las primeras 12
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semanas de tratamiento fue 3,3 Kg. (IC 95%, 2.1-4.5 Kg.; p<0.001), pero no se
produjo ningun otro acontecimiento clinico asociado con toxicidad mitocondrial.
Por falta de respuesta viroldgica, se suspendid el Peg-IFN y la RBV en la
semana 242 de tratamiento en 12 casos (57%).

Diez pacientes (48%) obtuvieron respuesta virolégica en la semana 122 de
tratamiento (descenso del ARN VHC = 2 logy, respecto al valor pre-
tratamiento), de los cuales todos excepto uno presentaban, en dicha semana,
carga viral indetectable (ARN VHC < 600 Ul/ml). Al final de las 48 semanas de
tratamiento, de los 21 pacientes incluidos en el estudio nueve (43%) pacientes
tenian carga viral indetectable (ARN VHC < 50 Ul/mL) (figura 1). Sin embargo,
cinco de ellos (55 %) presentaron recidiva, por lo que solo cuatro (19%)

pacientes obtuvieron una respuesta virologica mantenida (figura 1).

Figura 1. Respuesta virologica al final del tratamiento (RFT), respuesta
virolégica mantenida (RVM) y porcentaje de recidivas en pacientes con fracaso

previo a IFN y RBV retratados con Peg-IFN y RBV

1007 BRFT ®RVM

0 Recidiva

607 55%

43%

19%

Respuesta virologica (%)

Pacientes 9 4 5
Total 21 21 9
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Los pacientes con genotipo 3 presentaron un porcentaje respuesta virolégica
mantenida del 50% (2/4), mayor que los pacientes con genotipo 1/4 12% (2/17),
aunque las diferencias no alcanzaron significacion estadistica (riesgo relativo:
4.2; IC 95%: 0.8-21.7) (tabla 2) Analizando la relacion entre la respuesta previa
y la respuesta al retratamiento, de los siete pacientes que habian recidivado
tras el tratamiento con IFN y RBV, cinco alcanzaron respuesta virolégica (ARN
VHC < 50 Ul/mL) durante el re-tratamiento con Peg-IFN y RBV, de los cuales
dos obtuvieron una respuesta virolégica mantenida. Por el contrario, de los 14
pacientes con respuesta parcial a IFN y RBV, cuatro respondieron durante el
tratamiento con Peg-IFN y RBV, y dos persistieron con respuesta viroldgica
mantenida; mientras que ninguno de los cuatro pacientes sin respuesta previa
respondié al retratamiento. No obstante, no observamos diferencias
estadisticamente significativas entre los pacientes con respuesta viroldgica
mantenida y los pacientes sin respuesta al retratamiento con respecto a la
respuesta al tratamiento previo con IFN y RBV ni a las caracteristicas basales
(tabla 2) Finalmente, ningun paciente con un descenso del ARN VHC en la
semana 122 < 2 logio obtuvo una respuesta virolégica mantenida con el

retratamiento.
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Tabla 2. Diferencias entre los pacientes con respuesta virolégica mantenida

(RVM) y los pacientes sin respuesta viroldgica (NR)

Variable @ NR (n = 17) RVM (n = 4)

Edad, afos 43.9 (32-50.6) | 39.2(35.2-50.4) | 0.531
Sexo

Masculino 14 (82.4%) 4 (100%) 0.912

Femenino 3(17.6%) 0
ARN VHC sérico

Mediana, logo Ul/mL 6.2 (4.5 - 6.8) 6.3(5.6-7.1) 0.591

>800.000 12 (70.6%) 3 (75%) 1
Genotipo VHC

164 15 (88.2%) 2 (50%) 0.308

3 2 (11.8%) 2 (50%)
Respuesta virologica previa

Recidiva 5 (71.4%) 2 (28.6%) 0.848

Fracaso virologico 12 (85.7%) 2 (14.3%)
Cirrosis hepatica, F5-F6 ° 9/15 (60%) 2/2 (100%) ° 0.753
Ribavirina (mg/kg) 13.6 (10.7 - 15.3) | 13.1 (10.5-14.2) | 0.420
ALT, UI/L 67 (41 -142) 81 (60-99) 0.410
AST, UI/L 72 (28 - 216) 51 (34 - 69) 0.203
v-GT, Ul/L 99 (33 -372) 84 (79 — 90) 0.897
Albumina sérica, g/L 43 (32.4 - 49) 43.8 (41 -446) | 0.765
Hemoglobina, gr/dL 15 (12.3-16.5) | 14.7 (14.1-14.9) | 0.479
Plaquetas, x 10%/L 173 (88 — 329) 219 (70 — 220) 0.965
CD4+ células /mm? 552 (118 —1290) | 510 (302 -534) | 0.362
ARN VIH < 50 copias/mL 13 (76.5%) 4 (100%) 0.718
Tratamiento antiretroviral 15 (88%) 4 (100%) 1

2 Las variables continuas se expresan como mediana (valores extremos)

b

_ se realiz6 biopsia hepatica en 17 pacientes. La valoracion histologica se realizé de

acuerdo con la escala de Ishak modificada; los estadios F5-F6 corresponden a fibrosis;

c

respuesta virolégica mantenida

, o se realizd biopsia hepatica en dos pacientes hemofilicos que alcanzaron
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6. DISCUSION
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6. DISCUSION

En el ensayo clinico llevado a cabo en nuestro centro el porcentaje de
pacientes que obtuvo una respuesta virolégica mantenida fue
significativamente superior en los pacientes tratados con Peg-IFN alfa 2-b y
RBV que en el grupo de pacientes tratado con IFN alfa 2-b y RBV. Este
porcentaje de respuesta viroldgica mantenida es superior al obtenido en otros
ensayos clinicos realizados en pacientes co-infectados publicados
recientemente 2> %, Diferencias en las caracteristicas de los pacientes (raza,
porcentaje de pacientes con cirrosis), el disefio unicéntrico del estudio y la
frecuente monitorizacion clinica y de la respuesta Vvirologica, que
probablemente contribuyd a mejorar el cumplimiento terapéutico, podrian
explicar las discrepancias en los resultados observados.

En todos estos estudios, el genotipo 3 y el ARN VHC pre-tratamiento inferior a
800.000 Ul/mL fueron, de modo consistente, las variables pre-tratamiento
asociadas con mayor probabilidad de obtener una respuesta virolégica
mantenida 232> 3% 3 Ademas, destaca el elevado valor de la dinamica de
respuesta viroldgica observada en las primeras semanas de tratamiento para la
prediccion de la respuesta viroldgica mantenida. Asi, en los diversos estudios
llevados a cabo en pacientes con coinfeccion VHC/VIH, la monitorizacién de la
respuesta en la semana 122 de tratamiento, ha mostrado una sensibilidad
similar a la observada observado en pacientes monoinfectados para la

2325, 38  confirmandose

deteccidon precoz de los pacientes no respondedores
que la regla del descenso del los 2 logio en la semana 122 de tratamiento es

igualmente aplicable en pacientes coinfectados.
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En nuestro estudio el analisis mediante curvas ROC de los valores de ARN
VHC observados en las semanas 42 82 y 122 de tratamiento nos permitio
obtener unos puntos de corte con un valor predictivo negativo del 100% que
confirman e incluso refuerzan el valor practico de la monitorizacién de la
respuesta viroldgica en pacientes coinfectados para la deteccion precoz de
pacientes con escasa-nula probabilidad de obtener una respuesta virolégica
mantenida ain manteniendo el tratamiento durante 48 semanas®®. Estos datos
resultan de gran interés ya que la identificacién precoz de los pacientes no
respondedores nos permite la retirada del tratamiento, evitando asi los efectos
secundarios y el coste adicional en aquellos pacientes sin posibilidad de

eliminar la infeccion.

Asimismo, la respuesta viroldgica durante las primeras semanas de tratamiento
nos permite identificar precozmente a los pacientes con una elevada
probabilidad de alcanzar una respuesta virologica mantenida. Asi, en nuestro
estudio el 81% de los pacientes con genotipo 1/4 y el 90% de los pacientes con
genotipo 3 con ARN VHC indetectable en la semana 4% de tratamiento
obtuvieron una respuesta viroldgica mantenida®. Este elevado valor predictivo
positivo de la respuesta virolégica observada en semana 42 de tratamiento
proporciona al médico un instrumento util en la monitorizacion de la respuesta,
facilita el cumplimiento terapéutico del paciente y, ademas, podria ser utilizada

para individualizar la duracién del tratamiento.

Basandose en un mayor porcentaje de recidivas en los pacientes coinfectados
con genotipo 3 tratados durante 24 semanas en comparacién con los pacientes
tratados durante 48 semanas, un documento elaborado recientemente en una

Conferencia de Consenso Europea recomienda tratar a todos los pacientes
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coinfectados, durante al menos 48 semanas, con independencia del genotipo
del VHC ™. Sin embargo, esta recomendacion no esta basada en estudios
disefiados para establecer la duracién éptima del tratamiento en este grupo de
pacientes. En nuestro estudio, el 71% de los pacientes con genotipo 3 tratados
con Peg-INF alfa-2b y RBV durante 24 semanas obtuvo una respuesta
virolégica mantenida, resultado similar al obtenido en pacientes coinfectados en
otros ensayos clinicos con pautas de tratamiento de 48 semanas®>%°. Aunque
el numero de pacientes estudiado es limitado, queremos resaltar este resultado
por la implicacion practica que puede tener: una pauta combinada de Peg-IFN y
RBV durante 24 semanas puede ser suficiente para un porcentaje significativo
de pacientes con genotipo 3, que constituye aproximadamente un tercio del
total de pacientes coinfectados. En este sentido, la respuesta viroldgica
obtenida en la semana 4?2 de tratamiento podria ser utilizado como guia para
llevar a cabo un tratamiento individualizado. Asi, en nuestra experiencia, de los
18 pacientes con genotipo 3 y respuesta rapida (ARN-VHC < 100 Ul/mL en la
semana 4 de tratamiento) solo uno (5.5%) recidivo tras completar 24 semanas
de tratamiento combinado con Peg-IFN alfa 2-b 6 IFN alfa 2-b y RBV. Por el
contrario, observamos una recidiva del 46% entre los 16 pacientes que
consiguieron un ARN VHC indetectable en suero después de la semana 42 de
tratamiento.

Con la finalidad de encontrar el mejor punto de corte para definir la respuesta
virolégica rapida y poder extrapolar a la practica clinica la utilidad de la
dinamica de respuesta en la individualizacion del tratamiento en los pacientes
con genotipo 3, re-analizamos muestras de suero congeladas de estos

pacientes obtenidas en la semana 42 de tratamiento mediante una técnica
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comercializada de PCR cuantitativa en tiempo real dotada de gran sensibilidad
y un amplio intervalo de linealidad (COBAS AmpliPrep-COBASTagMan 48;
Roche Molecular Diagnostic, Pleasanton, California, USA). Los resultados de
este segundo estudio, confirman los hallazgos previos. Los pacientes con ARN
VHC < 600 Ul/mL en la semana 42 de tratamiento tienen un riesgo de recidiva
muy bajo (5%) y obtienen una respuesta virologica muy alta (86%) tras 24
semanas de tratamiento. Un punto de corte mas restrictivo, 50 Ul/mL (limite de
sensibilidad de las técnicas cualitativas de amplio uso) para definir la respuesta
virologica rapida, mostré un valor predictivo positivo similar (88%) y una menor
sensibilidad (0.65 vs. 0.83) en comparacion con 600 Ul/mL. Aunque el estudio
tiene algunas limitaciones como el pequefio numero de pacientes con genotipo
3 incluido, el analisis post-hoc y la ausencia de datos histolégicos (que nos
impide analizar el impacto de la cirrosis hepatica en el valor predictivo de la de
la dinamica de respuesta viroldgica) nuestros datos, a los que se suman
resultados similares obtenidos recientemente por otros grupos de
investigadores en estudios observacionales*® muestran que los pacientes con
genotipo 3 y respuesta viroldgica rapida, que representan aproximadamente un
20-25% del total de pacientes tratados, tienen un riesgo de recidiva muy bajo
tras completar 24 semanas de tratamiento, y confirman el valor de la respuesta
viroldgica rapida en el tratamiento individualizado de los pacientes con genotipo

3.

En nuestra experiencia, la tolerancia al tratamiento combinado con Peg-IFN
alfa-2b y RBV fue similar a la observada en otros estudios en pacientes
monoinfectados ' %. Sin embargo, la incidencia de acidosis lactica y otras

manifestaciones clinicas asociadas a toxicidad mitocondrial constituyen una
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peculiaridad del tratamiento en pacientes co-infectados en los que la RBV se
asocia con determinados analogos de nucledsidos inhibidores de la
transcriptasa inversa del VIH 2% 39 444548 gohre todo, la didanosina y la
estavudina se han asociado con una deplecion del contenido ADN-mitocondrial
en pacientes infectados por VIH*; ademas, la RBV incrementa la fosforilacion
de la didanosina incrementado su efecto inhibidor de la ADN-polimerasa
gamma °°. La mayoria de los casos de toxicidad mitocondrial comunicados a la
FDA ocurrieron en pacientes que recibian concomitantemente didanosina y
RBV®' Nuestros datos respecto al contenido de ADN-mitocondrial en células
mononucleares de sangre periférica refuerzan los hallazgos previos y apoyan la
restriccion del uso de RBV en combinacién con didanosina. Ademas, la
descompensacion hepatica en pacientes con cirrosis basal aparece como otra
posible manifestacién clinica de la toxicidad mitocondrial en pacientes
coinfectados. En uno de los pacientes fallecidos en nuestro estudio, la
descompensacion hepatica y el posterior fallo hepatico fulminante se asociaron
con un marcado descenso del ADN mitocondrial en células mononucleares de
sangre periférica. De hecho, en el estudio APRICOT?® mas del 10% de los
pacientes con cirrosis sufri®6 una descompensacion hepatica durante el
tratamiento, con una mortalidad del 43%°® . Este porcentaje de
descompensacion hepatica es de tres a cinco veces superior al porcentaje de
descompensacion espontanea observado en pacientes monoinfectados con

cirrosis®> **

y es una complicacién excepcional durante el tratamiento del VHC
en la poblacién general. Resultados similares se observaron en un analisis del
estudio RIBAVIC?® En ambos estudios, el tratamiento con didanosina y la baja

reserva funcional hepatica se asociaron con un mayor riesgo de
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descompensacion hepatica® *° El analisis conjunto de estos datos sugiere que
en los pacientes coinfectados existe una deplecién basal del contenido en

ADN-mitocondrial*®

secundario a la infeccion por VIH y el uso de analogos de
nucledsido, a lo cual se afiade la toxicidad de la RBV (sobre todo en
combinacién con didanosina) y el efecto inhibitorio del IFN sobre la trascripcion
del ADN-mitocondrial®®. Los pacientes con una hepatopatia mas evolucionada
carecen de mecanismos compensadores para estas vias multiples de
disfunciéon mitocondrial y son susceptibles de presentar acidosis lactica o de
entrar en un estado irreversible de insuficiencia hepatica

Conviene destacar asimismo la seguridad del tratamiento con interferon y RBV
respecto al control de la infeccion por VIH. En nuestro estudio, al igual que en
los diversos ensayos clinicos publicados, aunque se ha observado un
descenso en el numero absoluto de linfocitos CD4+, el porcentaje de linfocitos

CD4+ aumenta y no se han descrito fracasos virolégicos. Ademas, el estado

inmunoldgico basal se recupera una vez finalizado el tratamiento

Respecto a la toxicidad hematoldgica, el maximo descenso de hemoglobina se
produjo en la semana 42 de tratamiento y fue significativamente superior en el
grupo de pacientes que recibian zidovudina, lo que apoya la recomendacion de
evitar la co-administracion de zidovudina y RBV'®. Algunos autores han
sugerido que la monitorizacion de los niveles séricos de RBV durante las
primeras semanas de tratamiento podria permitir ajustar la dosis de RBV
administrada y, en consecuencia, disminuir la toxicidad asociada® Sin
embargo, en nuestra experiencia existe una deébil correlacién entre los niveles
de RBV el descenso de hemoglobina. Ademas, los valores de hemoglobina se

estabilizan a partir de la semana 42 de tratamiento por lo que en el manejo de
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la anemia inducida por RBV parece razonable el uso de eritropoyetina y
reducciones de la dosis de RBV si es preciso®.

Por tanto, al igual que en pacientes monoinfectados por VHC, la combinacién
de interferon pegilado alfa y RBV constituye el tratamiento estandar del VHC en
pacientes coinfectados. Sin embargo, el disefio de los estudios clinicos
previamente citados, incluido el nuestro, no nos permite conocer la dosis
optima de RBV. En este sentido, a pesar de la elevada eficacia obtenida en
nuestro estudio con una dosis fija de RBV (800 mg/dia), considerando el
incremento de eficacia obtenida en pacientes monoinfectados por VHC con
genotipo 1/4 con dosis de RBV ajustada al peso corporal®’ y datos preliminares
que sugieren que el efecto inhibidor de la RBV sobre la ARN-polimerasa y su
potencial efecto mutagénico sobre el VHC son dosis-dependiente®' parece
razonable, también en pacientes coinfectados, ajustar la dosis RBV
administrada al peso corporal, al menos en pacientes con genotipo 1/4 y ARN
VHC pre-tratamiento elevado.

En relacion con la dosis 6ptima de RBV en pacientes coinfectados, datos
recientes obtenidos en estudios observacionales con un niumero pequefio de
pacientes monoinfectados por VHC, mostraron asociacion entre una
concentracion mas elevada de RBV en plasma y la probabilidad de obtener una

32, 33, %8 Agimismo, concentraciones mas

respuesta virolégica mantenida
elevadas de RBV se asociaron con una mayor probabilidad de alcanzar un
descenso del ARN VHC sérico mayor a 2 logio en la semana 4% y 122 de
tratamiento, en pacientes coinfectados®, aunque esta correlacion se observo

sbélo en pacientes con genotipo 1 6 4 en otro estudio®®. En base a estos

resultados, se ha sugerido que la monitorizacién precoz de la concentracién de
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RBV sérica podria ser utilizada para individualizar la dosis de RBV con la
finalidad de alcanzar una concentracién diana asociada con una mayor
eficacia®®. Para verificar el impacto de la concentracién sérica de RBV en la
respuesta virolégica precoz, en el estudio 3, analizamos la concentracion de
RBV en muestras obtenidas en la semana 42 y 122 de tratamiento, en 94
pacientes coinfectados. Comprobamos que la concentracion de RBV sérica en
las semanas 42 y 122 de tratamiento presenta una amplia variabilidad

32,34 se asocié con la dosis

interindividual y, al igual que en estudios previos
administrada de RBV ajustada al peso del paciente y no con la dosis absoluta
de RBV ni con la funcidon renal. Ademas, los pacientes que recibian tenofovir
en su régimen de tratamiento antiretroviral presentaron concentraciones de
RBV significativamente mas elevadas. EI mecanismo por el que ocurre esta
interaccion es desconocido. En sujetos sanos, la co-administracion de tenofovir
y una unica dosis de RBV no modificé el perfil farmacocinético de ninguno de
los dos farmacos®®. Analisis in vitro han mostrado que los metabolitos mono y
difosforilados del tenofovir son inhibidores de la purin-nucledsido fosforilasa
implicada en el metabolismo del ddI®", lo que podria explicar el aumento de la
concentracion plasmatica de ddl observada en la practica clinica cuando se
administran ambos farmacos 2 La RBV es asimismo un analogo nucleésido de
las purinas con un gran distribucion intraeritrocitaria. La potencial interferencia
de los metabolitos fosforilados del tenofovir, que alcanzan una elevada
concentracion intraeritrocitaria®, en el metabolismo de la RBV podria explicar
los niveles mas elevados en suero de RBV en aquellos pacientes que recibian

simultaneamente ambos farmacos en nuestro estudio. Por otra parte, el

tenofovir puede disminuir el filtrado glomerular de creatinina® e,
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hipotéticamente, interferir con la eliminacién renal de la RBV. Sin embargo, en
nuestro estudio, el filtrado glomerular de creatinina era similar en los pacientes
con y sin tenofovir. Por tanto, la interferencia del tenofovir en el metabolismo o
la eliminacion renal de la RBV es un aspecto abierto a debate.

En contraste con los resultados obtenidos en los estudios previos 3%3% 9859
Dahari et al. en 24 pacientes coinfectados, el 91% con genotipo 1, en el que la
concentracion de RBV plasmatica en la semana 42 de tratamiento fue
significativamente inferior en 6 pacientes que alcanzaron una respuesta
virolégica mantenida que en 18 pacientes sin respuesta viroldgica®. La
hipétesis de los autores es que la incorporacion intracelular precoz de la RBV
puede estar aumentada en los pacientes que obtienen respuesta viroldgica. En
teoria, la acumulacion intracelular precoz de la RBV podria favorecer su efecto
mutagénico, sobre todo en aquellos pacientes en los que el efecto antiviral del
interferon es débil o moderado®. A favor de esta hipotesis, se observd una
correlacidon negativa entre la concentracién sérica de RBV y el descenso de
hemoglobina en la semana 42 de tratamiento, que fue significativamente mayor
en los pacientes con respuesta viroldgica mantenida®’. La discrepancia
observada entre estos resultados podria ser debida a un sesgo en los estudios
previos: secundario al cumplimiento terapéutico (los pacientes con peor
cumplimiento terapéutico tendrian niveles menores de RBV y una peor
respuesta viroldgica); debido a un error en la recogida de la muestra (las
muestras analizadas pueden no corresponder al nivel valle y haber sido
obtenidas tras la toma de dosis en pacientes con buen cumplimiento
terapéutico y por tanto con mayor probabilidad de alcanzar respuesta

virologica); y/o interferencia de la hemolisis en las muestras analizadas (debido
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a la elevada concentracion intraeritrocitaria de la RBV, la hemdlisis que puede
ocurrir durante la manipulacién de la muestra de sangre para obtener suero
podria incrementar de modo facticio la concentracion sérica de RBV).

En nuestro estudio, observamos una correlacion inversa entre la concentracion
sérica de RBV vy la respuesta virolégica en la semana 4?2 de tratamiento, con
diferencias estadisticamente significativas en el subgrupo de pacientes con
genotipo 1/4. En el analisis multivariante, una concentracién mas baja de RBV
en la semana 42 y el ARN VHC pre-tratamiento < 800.000 Ul/mL se asociaron
con la obtencién de una respuesta rapida (ARN VHC < 50 Ul/mL en la semana
42) en los pacientes con genotipo 1/4. Sin embargo, en nuestro estudio, la
concentracion de RBV mostré una pobre capacidad para discriminar entre los
pacientes con y sin ARN VHC indetectable en las semanas 42 y 122 de
tratamiento. Por tanto, aunque son necesarios nuevos estudios para verificar la
relacion entre la farmacocinética de la RBV y la dinamica de respuesta
viroldgica precoz, nuestros datos no apoyan la utilidad de la monitorizacién de
los niveles séricos de RBV en la optimizacion del tratamiento del VHC.

Como limitaciones de este estudio, los pacientes fueron incluidos con la
condicion de que dispusieran de muestra de suero de la semana 4% y 122 de
tratamiento congelada, lo cual puede originar un sesgo de seleccion al excluir a
pacientes con abandonos prematuros del tratamiento. Sin embargo, el 85% de
los pacientes que iniciaron tratamiento con Peg-IFN alfa-2b y RBV en nuestro
hospital desde 2001 fueron incluidos en este estudio, y los porcentajes de
respuesta virologica fueron similares a los obtenidos en el ensayo clinico
previamente mencionado>®. Ademas, el analisis de la concentracion de RBV se

realizd6 en muestras congeladas durante un periodo de tiempo variable, hasta
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un maximo de 5 afios. Loregian A, et al. han comunicado la estabilidad de la
RBV en muestras de plasma congeladas a —20°C hasta 1 mes®®. Aunque no
podemos asegurar la estabilidad de la RBV en las muestras utilizadas en
nuestro estudio, el analisis apareado de 15 muestras, con una mediana de 6
meses de diferencia, no mostré diferencias significativas en la concentracion de
RBV.

Finalmente, en el estudio 4 abordamos la valoracion de la eficacia del
tratamiento con Peg-IFN alfa-2b y RBV (800 — 1200 mg/dia) en 21 pacientes
con fracaso virolégico (n = 14) o recidiva (n = 7) tras el tratamiento previo con
IFN alfa-2b (3 MUI/3 dias por semana) y RBV (800 mg/dia). Aunque la
interpretaciéon de los resultados debe ser cautelosa, el 19% (4/21) de los
pacientes obtuvo una respuesta virolégica mantenida. En el unico estudio
previo publicado que aborda el re-tratamiento de pacientes coinfectados con
fracaso a interferén convencional y RBV, el 13% de los pacientes tratados con
Peg-IFN y RBV alcanzé una respuesta virolégica mantenida*®. Porcentajes de
respuesta similares (16-20%) se obtuvieron en pacientes monoinfectados®®”" lo
que subraya la dificultad del tratamiento de estos pacientes y suscita la
necesidad de realizar una cuidadosa seleccion de los pacientes que se pueden
beneficiar del retratamiento. A pesar de la limitacion del tamafo de la muestra,
los datos proporcionados por nuestro estudio pueden ser de utilidad practica
para los médicos que se enfrentan al retratamiento del VHC en pacientes
coinfectados por VIH con fracaso a una pauta previa de interferon convencional
y RBV. Aunque ninguna de las variables pre-tratamiento se asocio de forma
independiente con la respuesta, los pacientes con genotipo 3 obtuvieron un

mayor porcentaje de respuesta virologica mantenida. Ademas, ningun paciente
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con respuesta nula al tratamiento previo (ARN VHC < 2 logq) consiguié un
ARN VHC indetectable durante el retratamiento. A destacar que de los 9
pacientes que obtuvieron respuesta al final de las 48 semanas de tratamiento,
7 tenian genotipo 1; 4 una carga viral pre-tratamiento alta y el 83% cirrosis.
Estos datos sugieren que, probablemente con la excepcién de los pacientes
con respuesta virolégica nula, no deberiamos descartar el retratamiento
basandonos en las caracteristicas pre-tratamiento asociadas con baja
probabilidad de respuesta. Ademas, ningun paciente con descenso de la carga
viral inferior a 2 logiy en la semana 12 de tratamiento obtuvo respuesta
viroldgica, lo que sugiere que esta regla puede ser utilizada para la deteccién
precoz de los pacientes no respondedores, también en pautas de
retratamiento.

Aunque no se produjeron abandonos precoces, durante las primeras 12
semanas de tratamiento, el 71% de los pacientes precis6 una reduccién
mediana del 11% en la dosis de Peg-IFN por intolerancia o efectos adversos vy,
ademas, en 3 pacientes se redujo la dosis de RBV por anemia (uno de ellos
asociado con la reduccién de Peg-IFN . A pesar de que la reduccion de la dosis
no se asocio con la recidiva viroldgica, no podemos descartar un error derivado
del pequefo tamafio de muestra. En un estudio reciente con pacientes
monoinfectados por VHC, una reduccidn superior al 20% de la dosis
acumulada de peginterferon durante las primeras 20 semanas de retratamiento
redujo la eficacia casi un 50%'2. Por tanto, son necesarias estrategias
individualizadas (monitorizacion clinica y virologica frecuentes; tratamiento
precoz con farmacos antidepresivos o factores hematopoyéticos) con la

finalidad de evitar reducciones de dosis, sobre todo durante las primeras 20
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semanas de tratamiento. Por otro lado, aunque la monitorizacion de la
respuesta viroldgica rapida y precoz puede ser util para individualizar la

duracion del tratamiento en pacientes naive®>2> 73 74

, su utilidad en pautas de
retratamiento no ha sido confirmada.

En resumen, el 43% de los pacientes coinfectados VHC/VIH que habia
fracasado al tratamiento previo con interferon convencional y una dosis fija de
RBV (800m/dia) consiguieron un ARN VHC indetectable durante el
retratamiento con Peg-IFN y RBV ajustada al peso. Sin embargo, sélo el 19%
mantuvo la respuesta viroldgica debido al alta porcentaje de recidivas después
de 48 semanas de tratamiento. Estos datos sugieren la utilizacion de pautas

individualizadas de tratamiento mas agresivas para mejorar la eficacia del

retratamiento en estos pacientes.
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7. CONCLUSIONES
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7.1. CONCLUSIONES DEL PRIMER Y SEGUNDO ESTUDIO

1.

La combinacion de Peg-IFN alfa-2b y RBV es mas eficaz que IFN alfa-2b

y RBV para el tratamiento del VHC en pacientes coinfectados por el VIH

La RBV aumenta riesgo de toxicidad mitocondrial por didanosina, por lo

que esta asociacion esta contraindicada.

La respuesta virologica en la semana 4%, 82y 122 de tratamiento permite

identificar precozmente a los pacientes no respondedores

Los pacientes con genotipo 3 y ARN VHC < 600 Ul/mL en la semana 42

de tratamiento tienen un riesgo de recidiva muy bajo tras 24 semanas de

tratamiento combinado.
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7.2. CONCLUSIONES DEL TERCER ESTUDIO

1.

La co-administracién de tenofovir y mayores dosis de RBV (mg/Kg) se
asociaron con niveles séricos mas elevados de RBV en las semanas 42

y 122 de tratamiento

En pacientes con genotipo 1 6 4, observamos una correlacién inversa
entre los niveles séricos de RBV y la respuesta viroldgica en la semana
42 de tratamiento, lo que sugiere una mayor incorporaciéon celular de

RBV en los pacientes con respuesta viral rapida.

La concentracion de RBV mostré una escasa capacidad para discernir

entre pacientes con y sin respuesta virolégica en las semanas 42 y 122

de tratamiento
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7. 3. CONCLUSIONES DEL CUARTO ESTUDIO

1. El 19% de los pacientes con fracaso virolégico al tratamiento con
interferon alfa-2b y RBV obtuvo una respuesta viroldgica mantenida tras re-

tratamiento con Peg-IFN alfa-2b y RBV.

2. La probabilidad de obtener una respuesta virolégica mantenida fue

mayor en los pacientes con genotipo 3 y con recidiva viral previa

3. La ausencia de respuesta virologica precoz (descenso ARN VHC < 2

log1o en la semana 122 de tratamiento) mostré una sensibilidad del 100%

para la identificacion precoz de los paciente no respondedores
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SUMMARY. Treatment of chronic hepatitis € in human
immunodeficlency virus (HIV)-infected patients is associated
with low response rates and high incidence of side effects.
One hundred twenty-one hepatitis C virus (HCV)=-HIV-co-
infected patients were randomized to receive interferon
alpha-2b (3 MU thrice weeklv; n = 61) or peginterferon
alpha-2b (1.3 pg/kg/week; n = 60, plus ribavirin (800 mg
daily), for 24 (genotype 2 or 3) or 48 weeks (genotype 1 or
4)., We assessed early virological response at 4, & and
12 weeks to predict sustained virological response (SVR).
Safety assessment included frequent blood lactate measure-
ment and relative quantitation of mitochondrial DNA
(mtDMA) content in peripheral blood mononuclear cells. In
intention-to-treat analvsis, the SVR rate was higher in the
peginterferon group (55% vs 26%: P = 0.002). The differ-
ence for HCV genotvpes 1 and 4 was 45% vs 14% (P

0,009 and 30% vs 27% (P = 0.387), respectively, and for
genotvpe 2or 3, 71% vs 43% (P = 0.,12) Viral response at 4,

# and 12 wesks of treatment was highly predictive of SVR.
Among genotvpe 3 patients, 17 of 20 (83%) whose TICV
RNMNA was already undetectable at 4 weeks had an SVR after
24 weeks of treatment. Hyperlactataemia occurred in 22
patients and was clinically significant in six, two of whom
died. miDNA decreased significantly 4-12 weeks after the
start of treatment in patients developing clinically significant
hyperlactataemia. Peginterferon alpha-2b plus ribavirin was
more effective than interferon alpha-2b plus rbavirin in
HIV-coinfected patients. Frequent monitorng of virological
response may be very helpful to optimize treatment compli-
ance, to tailor treatment duration and to minimize side
effects.

Kegpwords: hyperlactataemia and liver failure, mitochondrial
DMNA by real-time PCR, mitochondrial toxicity, treatment of
chronic hepatitis C.

INTRODUCTION

Coinfection with hepatitis C wirns (HCV) and human
immunodeficiency virus (HIV) is highly prevalent in patients
who acguired HIV by the parenteral route [1,2].

The prolonged survival associated with the use of highly
active antiretroviral therapy (HAART) and the increased

Abbrevigtions: SVR, sustained virological response; HCV, hepatitis O
virus; HIV, human immunodefidency virus; HAART, highly active
antiretroviral therapy; PEMCs, peripheral blood mononuclear cells;
RO, receiver operating characteristics; mtDN A, mitochondrial
DNA; nDNA, nuclear DNA; 9GT, gammaglutamyl transpeptidase;
ALT, alanine aminoiransferasze.

Carrespondence: Juan [ Esteban, Liver Unit, Depariment of Internal
Maedicine, Hospital Universitari Val €' Hebron, Passeig Vall d ' Hebron
119-129, Bereelons-08035, Spain. E-mail: jiesteban@vhebron.net

incidence of drug-related hepatotoxicity and a more rapid
evolution towards end-stage liver disease has made treat
ment of chronic hepatitis C in these patients a priorty [3-9],
Accordingly, it has been recommended that HIV-coinfected
patients be considered candidates for treatment [10].
Recently, data from multicentre trials in coinfected patients
have shown a higher treatment efficacy with peginterferon
and ribavirin over the standard interferon-ribavirin combi-
nation [11-14], although with response rates lower than
those reported in HIV negative patients [13-17]. Further-
more, severe side effects associated with mitochondrial tox-
icity, attributed to the effect of ribavirin in combination with
certain nuclesside analogues, have been reported [11-14].
Here we report the results of a randomized trial comparing
the safety and efficacy of peginterferon =-2b with those of
interferon 2-2b both in combination with Abavirin for the
treatment of chronic hepatitis C in HIV-infected patients.

@ 2006 Blackwell Publishing Ltd
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METHODS

Patient selection

Eligibility criteria included age (18-A/0 years), serum alanine
aminotransferase (ALT) =44 ITJVL in men and =34 IU/L in
women, serum HCV ENA = 1000 [IVmL, CD4+ T-cell
count 2200 cellsimm? and serum HIV RNA < 80 coples/mlL
for patients on HAART or <10 000 coples/mL for HAART-
naive patients, Exclusion crtera included prior interferon
treatment, HBY coinfection, active drug or alcohol abuse
(self-reported  intake = 60 giday) and/or opportunistic
infection within the previous 6 months, decompensated
cirrhosis, serum creatinine = 1.5 times the upper normal
limit, hasmoglobin = 11 g/dl in women or = 12 g/dL in
men): nentrophil count < 1500/mm’, platelet count
< 70 000/mm’ and a history of major psvchiatric illness or
active autoimmune disease.

Study design

This randomized, open-label study started in January 2001
ata single tertiary hospital. The study protocol was approved
by the Institutional Review Board, and all participating pa-
tients provided written informed consent. The study was
conducted in accordance with the Declaration of Helsinki
and Good Clinical Practices guidelines.

Eligible patients were stratified by HCV genotype (1 or 4 vs
2 or 3) and gender, and then randomly assigned, by a
centralized, computer-generated group sequential design, to
recelve peginterferon alpha-2b (Peglntron; Schering-Flough,
Kenilworth, NT, USA) 1.5 pg'ke once a week or interferon
alpha-2b (Intron A: Scherng-Plough) 3 MU thrice weekly.
All patients received 400 mg of oral ribavirin twice daily
(Rebetol; Schering-Flough), Patients with HCV genotype 2
or 3 were treated for 24 weeks, while those with genotype 1
or 4, with HCV ENA <100 [I/mlL at 24 weeks, completed
48 weeks, Patients with detectable HCV BNA at 24 weeks
were considered nonresponders and treatment was stopped.
Patients were followed for 24 weeks after the end of therapy
(Fig. 1.

Assessment of safety

Physical examination, standard laboratory tests (incduding,
since July 2001, blood lactate level) and an adverse events
questionnaire were performed weekly durng the first month
of treatment and monthly thereafter, with re-evaluaton 8
and 24 weeks after therapy. Serum HCV and HIV RNA and
D+ cell counts were tested at baseline and at weeks 4, 8,
12, 24 and 48 during treatment and 8 and 24 weeks after
treatment. Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs)
were collected at these time points and cryopreserved.

Any  life-threatening  adverse event, severe adverse
events persisting more than 4 weeks or progression to

@ 2006 Blackwell Publishing Ltd
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AIDS prompted treatment withdrawal., Reduction of rib-
avirin w© A00 or 400 mg and stepwise reductions of peg-
interferon o 1.0, 0.75 and 0.5 pg'kg, or interferon to
1.5 MU/tiw were allowed to manage adverse events or
laboratory  abnormalities. Patients could continue on
interferon if dbavidn had to be discontinued. Hasmopoi-
etic growth factor use was allowed to manage significant
hematological toxicity.

Assessment of efficacy

The primary efficacy end point was sustained virological
response (SVR) defined as undetectable serum HCV EMA
(= 30 IU/mL) 24 weeks after the end of treatment. Patients
lacking HCV RN A measurement 24 weeks after treatment
end were considered nonresponders,

Laboratory testing

Hepatitis C virus RM A level was determined by real-time RT-
PCR as reported [18] (detection limit: 100 IU/mL; dynamic
range: 3 logs). A commercial PCR test with a detection limit
of 30 [/mL (Cobas Amplicor HCV v2.0; Roche Molecular
Systems, Branchburg, NJ, USA) was used at the end of fol-
low-up. HCV genotyvping was performed by line probe assay
(INNO-LIPA; Innogenetics, Antwerp, Belglum), HIV RNA
was determined by a commercial NASBA assay (Organon
Teknica, Bostel, The Metherands), with a detection limit of
B0 copies/mL. CD4+ T cells were determined by flow
cytometry [FACScan: Becton Dickinson, Erembodegem Aslst,
Belgium), and blood lactate levels were analyzed as
described [19].

Relative mitochondrial DNA quantitation in peripheral
blood monenuelear cells

Sputhern blot analvsis for relative quantitation of mitoch-
ondrial DNA (mtDMNA) in PBMCs was carted out as des
cribed previously [20]. Results in patient samples were
compared with those in parallel samples from five healthy
subjects.

Relative quantitation of mtDNA versus nuclear DNA
(MDMNA) was pedformed by real-ime PCR in an ABIPRISM
7700 sequence detector (Applied Biosvstems, Foster City,
CA, USA) as described previously [21]. Briefly, total DMA
was extracted from 2 x 10° PEMCs with the QTAamp DNA
Mini Kit ((Jiagen Gmbl, Hilden, Germany). For each sample,
mtDMNA and nDMNA were quantitated in the same reaction
tube. One set of primers (forward primer: 3-CCA CGG GAA
ACA GCA GTG ATT-3, reverse primer: 3-CTA TTG ACT
TGG GTT AAT CGT GTG A-37) and FAM-labelled TagMan
probe (minor groove binding probe; 3-FAM-TGC CAG CCA
CCG OG-MGB-3") was designed for the 125 ribosomal gene
of mtDMA using the Primer Express software (Applied Bio-
systems). For nDMA detection, a set of primers and a
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138 Patients
sereened

17 Patients mot randomized
4 Withdrew consent
4 CD T cells < 200 cells/mm3
3 Decompensated liver disease
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JHBV confection
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+
Ribavirin 5 mg'd
n=hl

r
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Patients —
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Peginterferon alfa-2b 1.5
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+
Ribavirin 804 mg/d
n= 6l

Fig. 1 Trial profile.

VIC-labelled probe targeting the RNAse P nuclear gene were
used (Human ENAse P PDAR; Applied Biosystems). Thermal
cvcler conditions were as follows: 30°C for 2 min, 93°C for
10 min, and 40 cycles of 95°C for 15 s and 60°C for 1 min.
All samples were tested in duplicate. The relative quantita-
tion of mtDNA vs nDNA was calculated using the formula
2-EXPICtmtDN A — CtnDNA), where CtmitDMN A and CtnDMNA
are the threshold cyecles for the mitochondral and nuclear
targets, respectively,

Statistical analysis

A sample size of 116 patients (38 patients per treatment
amm) was calculated on the assumption that patients
receiving peginterferon would achieve a response rate 25%
higher than those receiving standard interferon (30% vs
253%) with a power of 80% and a two-sided alpha value of
005,

HCV ENA =100 IU/mL
Non responder
STOP Treatment

Ce.l?;"'pe ProcsanssP
HCV RNA
<100 TU/mL

Genotype

3 ——

L x4 48 72
Weeks

Treatment
—_—

Follow up

-------.

Continuous variables were expressed as mean and stand-
ard deviations or median and range. Means were compared
with Student's t-test, Mann-Whitney U-test or Wilcoxon
slgned rank test for paired samples. Categorical variables
were compared by chisquare or Fischer's exact test
Response rates were calculated on an intention-to-treat basis
(all patients who received at least one dose of study medi-
cation were included in the analyses). Analyvsis of predictors
of SVR was performed by stepwise and backward logistic-
regression model, Receiver operating characteristics (ROC)
curves were constructed with every cut-off point of predicted
probability of HCV BN A decline from baseline ( AHCV RNA)
at treatment weeks 4, 8 and 12, The area under the ROC
curves and their 93% confidence intervals were calculated.

Safety analysis was performed in all patients who were
assessed at least once after the start of treatment onset, All
P values are two-sided and differences were considered
significant when P =< (1,05, Data analvses were performed
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Table 1 Baseline characteristics of
patients*

using the SPSS version 11.0 for Windows (SPSS Inc., Chi-

cago, IL, USA).

RESULTS

Patient characteristics

PeglFN and RBV in HIVHCV patients 231
IFN alpha-2b Peg-IFN
+ RBV alpha-2b
Characteristic [N=61) + BBV (n = b0) P
Age (vears) 3914 37 012
Sex [male/female (% male)] 50/11 (82) 43117 (72) 0.20
Body-mass index? 2543 23£3 0.004
Intravenous drug abuse, n (%) 31 (84) 45 (73) 0.09
Duration HCV infection (vears)} 204 206 0.8
Mean (log, o [U/mL) 6.1 + 0.96 6.4 £ 0.8 0.28
=800 000 T/mL, no. (%) 43 (70 46 (77) 0.44
Qualifying ALT quotient, n (%)§
=1.0-1.5 17 (28) 16 (27) 0.26
=1.5-3.0 19 (31) 28 (47)
=3.0-7.0 20(33) 15 (23)
>7.0 3(8) 1(2)
Serum albumin (g/L) 409 £ 4 41.7 £ 3.8 0.27
=Glutamyl transpeptidase (IU/L) 130 £ 109 146 £ 149 0.23
Platelets (= 10%/L) 174 £ 65 187 £ 62 L28
HCV genotype, m %)
1 249 (48) 29 (48] L78
2 0 112
3 21 (34) 200 (33)
4 11 (18} 1017)
Mean CD4+ count (cells/pL) H08 £ 313 373+ 254 0.33
Mean HIV RNA (logo coples/mL) 3.1 £ 0.6 29 £ 06 La7
HIV ENA <80 copies/mL, n (%) 34 (89) 36 (93] 193
Antiretroviral treatment, n (%) 35 (909 55 (92) .97
Nuclenside RT inhibitors 54 (89) 53 (88) .98
Zidovudine 20 (36) 151(27)
Stavudine 24 (47) 26 147)
Didanosine 10 (18) 100 (18)
Lamivadine 3R (59) 33(55)
Abacavir 12 (209 17 (28)
MNon-nuclenside RT inhibitors 37 (A1) 33 (53) 0.66
Protease inhibitors 15 (23) 16 (27) 0.96

REV, ribavirin,

*Continuous variables are means £ SD.
FCalculated as the weight in kilograms divided by the square of the height in

meters.

$Interval since first intravenous drug use or administration of clotting factor

oconcentrate.,

S8erum ALT level divided by the upper limit of normal,

were screened and 121 were randomized.

At baseline, characteristics were similar in both treatment
groups {Table 1), except mean body mass index, which was
higher in the standard interferon group.

Virological response

implemented. As shown in Fig. 1, 138 potential candidates

Patients were randomized between January 2001 and April
2003, Enrollment was temporarily halted between July and
December 2001 so that the death of one patient in June
2001 could be investigated and preventive measures
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Undetectable HCV RNA at the end of treatment was obtained
in 36 and 24 patients in the peginterferon and standard
interferon  groups, respectively (P = (.037) (Fig. 2a).
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Fig. 2 (a) Virological response at the end of treatment
according to treatment group and genotype. (b) Sustained
viral response rates according to treatment group and
genotype, Results for genotypes 1 and 4 are combined (see
text for rates corresponding to each genotype). (¢) Sustained
response rates according to treatment group, HCV genotype
and baseling viral load.

Subsequent relapse during follow-up occurred in 3 of 36
(8%) and & of 24 (33%) end-of-treatment responders,
respectively (P = 0.02).

Sustained viral response ocourred in 33% and 26% in the
peginterferon and standard interferon groups, respectively
(P = 0.002) (Fig. 2b). Among patients with HCV genotype 1
of 4, sustained response was 46% in the peginterferon group
(genotype 1: 13 of 29, 43%; genotype 4: 5 of 10, 30%; P
0.78) and 18% (genotype 1: 4 of 29, 14%; genotype 4: 3 of
11, 27%; P = 0.33) in the standard interferon group (P
0.0013). Sustained response rates for HCV genotype 2 or 3
were 71% and 43%, respectively (P = 0,12 (Fig. 2b). Dif-
ferences between both groups of treatment were only signi-
ficant for patients with baseline wiral load =800 000 [U/mL
who represented 74% of our patient population (Fig. 2¢).

In boih groups, early viral dynamics were markedly dif-
ferent between sustained responders and nonresponders.
Table 2 summarizes the relationship between wvery early
viral response (=100 MI/mL) at week 4 and end-of-reat
ment and sustained response rates according to HCOV geno-
type, among the 102 patients who had available HCV RN A
values at this time point. ROC curves constructed with
values of viral load decline from baseline (AHCV ENA)
during the first 12 weeks, identified sensitivity peaks with
100% negative predictive value for sustained response at
each time point, as summarized in Table 3.

Pretreatment predictors of sustained virological response

Treatment group, HCV genotype, viral load, gammagluta-
myl transpeptidase ($GT) and serum albumin level were the
only variables significantly associated with final response in
univariate analysis, Body mass index and dbavidn dose per
kilogram, which differed significantly at baseline between
treatment arms, were not assoclated with response in any
group. Overall, mean doses of ribavirin amoeng sustained
responders were 11,8 £ 2.2 mg/kg vs 12.0 £ 2.0 mg'kg in
nonresponders (P = 0,597).

The following factors were included in stepwise logistic-
regression analyses: age, body mass index, ribavidn dose
(mg/kg), treatment arm, CD4 T-cell count (both as a con-
tinuous and as a categorical variable of < or 2330 cells/
mm’), use or nonuse of protease inhibitors, vears of HCV
infection, qualifying ALT quotient, HCV genotype 2 or 3 vs 1
of 4, serum albumin and $GT level and a serum HCOV BNA
level = or =800 000 117/mL. The final model included three
variables independently associated with a higher likelihood
of sustained response: treatment with peginterferon (OR:
2.1 93% CL 2.1-11.3; P < 0u001), HCV genotype 2 or 3
(OR: 4 95% CI: 1.6 to 9.8 P = 0.002) and baseline HCV
RNA <300 000 I/mL (OR: 5.8, 93% I 2.1-15.7; P
0.001), However, when changes in HCV RMNA level during
the first 12 weeks of treatment were entered in the mult-
variate analysis, the only variables left in the model was the
AHCV ENA at 4, 8 or 12 weeks,
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Table 2 End-of-treatment (ETR) sustained viral response ISVR) and relapse rates (RR) according to HCV RN A status at week 4

Wesek 4 HCV
HCV genotype RMNA n %) P value ETR %) P value SVR (%) P value RE (%)
1aord N =66 =100 I[/ml 16 124) =(L001 13 (81) =(L001 13 (81) =0.001 0
=100 IU/mL 50 (76) 13 (26) 8 (16) 38
Zor3 N =36 <100 I[U/ml 20 136) 148 18 (90) 069 17 (83) <0001 ]
=100 IU/mL 16 (44) 11 (69) 6 (18] 16

Table 3 Maximum sensitivity peaks of AHCV ENA for sustained response prediction identified by ROC curve analysis*

Week AHCV RNA Sensitivity Specificity PPV NPV

4 =1 log 100 (49/49) 45 (22/49) 64 (49/76) 100 (22/22)
>1.9 log 100 (49/49) 31 (25/49) 67 (49/73) 100 (25/25)

12 =3 log 100 (49/49) 59 (29/49) 71 (49/69) 100 (29/29)

PPV, positive predictive value; NPV, negative predictive value,

*ROC curves constructed with data from 98 patients treated for at least 24 weeks, Results shown as percentages with the
actual number of patients in brackets. Areas under the ROC curves were (L8875 (95% CE (L.831-0.947), (.875 (95% CI:
(L.810-0.947) and 0.859 (95% CL 0.785-0.933) for weeks 4, 8 and 12 AHCV RNA, respectively.

Adverse events and dose modifications

Rates of premature withdrawal, dese reduction of study
medications and side effects are summarized in Table 4. Most
patients in both groups reported usually transient mild-to-
maoderate flu-like symptoms (headache, malaise, fever,
myalgia), which were severe and prolonged enough in some
patients to discontinue medication, Forty percent of patients
had psychological side effects, including 19 cases of depres-
slon requiring antidepressant medication (9 in the standard
and 10 in the peginterferon groups) and one case of psy-
chiosis, which prompted treatment withdrawal,

Absolute D4+ T cells decreased significantly in both
groups (with maximum decreases of 208 and 172 cells/mm*
at 24 weeks in the peginterferon and standard interferon
groups, respectively; P < 0L.001, for the comparison within
groups) while the percentage of CD4 T cells increased,
reaching peak values of 3.8 and 3.1, respectively, at week 24
(P <= 0,001 for the comparson within groups: Fig. 3a). No
opportunistic infections or HIV RN A rebound were observed
in HAART-treated patients. Among HAART-nailve patients,
HIV RNA load remained stable or became undetectable
durng the study.

Mean decrease in haemoglobin was similar in both
treatment groups (P = 0.58) and significantly higher
among patients receiving gidovadine (maximum  mean
decrease: 3.3 £ 1.2 vs 1.7 £ 1.2; P < 0.001). Maximum
decreases in neutrophil and platelet counts were observed
betwesn week 12 and 24 of treatment and were significantdy
higher in the peginterferon group (mean £ SE: 15373 £ 173
vs 397 £ 132 cells'mm’ and 59 £ 6 ws 22 £ 5% 10°/1,
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respectively; P = 0.001 for both comparisons). In both
groups, blood cell counts returnad to baseline values within
24 weeks of treatment end, One patient received granulo-
cyte colony stimulating factor for grade 4 neatropoenia
(=500/mm”). No other haematopoietic growth factor was
used.

Two patients died during the trial. The first patient, a
47-year-old woman, who was on didanocsine, stavudine and
efavirenz and had biochemical, ultrasonographic and endo-
scopic evidence of compensated cirrhosis, was started with
standard interferon treatment in January 2001, After an
inittal response, breakthrough infection was observed at
week 12, Twenty weeks after the start of treatment, she was
admitted to the hospital after 2 weeks of abdominal pain,
nausea, fatigue and weight loss. Severe lactic acldosis (pH
7.2, blood lactate 10,3 mmol/L) was detected and all medi-
cation was stopped. Intravenous fluids, bicarbonate and
enzyme cofactors (thiamine, riboflavin and L-carnitine ) were
given, However, she developed Escherichia coli pneamonia
and impending lactic acidosis (peak lactate: 36,6 mmol/L)
and died with multiorgan fallure 1 week later [22]. Retro-
spective estimate of mtDNA content in PBMCs showed a low
baseline mtDMNA:nDNA ratio, which had decreased by /4%
at week eight, 12 weeks before development of full-blown
lactic acidosis,

After the death of this patient, monthly determinations of
blood lactate level were implemented as a surrogate marker
of mitochonddal toxicity. Altogether, a mean of 7.3 £ 3.5
serial blood lactate measurements per patient were obtained
from 104 patients. Owverall, hyperlactatasmia (=2.4 mmol/L
on at least two consecutive samples) was detected in 22
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Table 4 Frequencies of premature with-

Interferon Peginterferon drawal, dose reduction and side effects of
alpha-2b plus  alpha-2b plus any grade according to treatment group
rbavirin ribavirin
(N =61] (N = 60 P value
Treatment withdrawal, r(%:)
Any reason 14{23) 10417) 0.52
Influenza-like symptoms BTk E1EA 0.7h
Lactic acidosis 1i2) 0 .99
Hepatic failure 1i2) 0 .99
Psychiatric symptoms 0 142) 0.99
Loss to fallow-up 0 1(2) 0.99
Insufficient viral response 7111 3(3) 0.34
Interferon dose reduction, n (%)
Any reason (4] 16 (27 <().001
Influenza-like symptoms 0 13(22) <(),001
MNeutropoenia 0 3(3) 0.24
Ribavirin discontinuation or dose reduction, n (%)*
ANy reason 313) 1017 007
Anaemia 112) 313 (1]
Hyperactataemia 21(h) 7i112) 16
Specific adverse events
Influenza-like symptoms 49 (80) 33 (BE) 0.34
Psychiatic symptomst 21 (34) 27 i45) 0.3z
Mucocutaneousd 13121 14 (23) .96
Lower respiratory tract infection 112) 0 .99
Relapse drug abuse 11(2) 1(2) 0.48
Symptomatic hyperlactataemiag 203 23 Lha2
Full-blown lactic acidosis 112) 0 (.99
Hepatic decompensation®| 213 0 .48

*Patients could have more than one side effect and more than one reason for
interferon or ribavirin dose reduction. Ribavirin stopped for hyperlactataemia in

nine patients and anaemia in one,

FIrritability, depression, insomnia, psychosis.
tRash, mucositis, halr loss, tinea corporis,
SInclude only patients with symptomatic hyperlactataemia without acidosis or

liver decompensation.

fInclude the patient who died and one patient who developed mild ascites not

requinng treatment withdrawal,

patients (20%). The proportion of patients receiving stavu-
dine and/or didanosine was similar among those who
developed hyped actatasmia and those who did not (17 of 22
vs 52 of 82: P = 0.33). Although 16 cases were asympto-
matic, increasing blood lactate level led to discontinuation of
dbavirin in three patients. Symptomatic hyperlactataemia
(defined as the appearance of weight loss, abdominal pain,
nansea or vomiting and fatigne coinciding with elevated
bload lactate in the absence of acidosis) occurred in four
patients, three of them receiving stavudine and/or didano-
sine, 12-17 weeks after the start of treatment. In all four,
symptoms disappeared, and lactate values normalized upon
bavirn discontinuation, along with temporary interrupton
of HAART in three patients and substitution of didanosine
and stavudine for tenofovir and efavirenz in one case.

Figure 3 depicts the relationship betwesn lactate levels,
mtDMNANDNA ratio and rbavirin administration in one of
these patients,

The second patient who died, a 33-vear-old woman with
compensated cirthosis, who was taking stavodine, lamivu-
dine and sagquinavir, started treatment in February 2001.
Serum HCV RN A became undetectableat 12 weeks, although
ALT elevation persisted, Ribavirin was discontinued at
12 weeks because of anaemia, and both interferon and
HAART were stopped at week 24 becanse of ascites and
jaundice. Despite treatment discontinuation and standard
supportive measures, her clinical condition eontinued to
worsen with the evidence of mapidly deteriorating liver cell
function. Six weeks later she was admitted to the hospital with
encephalopathy and died 2 weeks later in hepatic coma.
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Fig. 3 Changes in blood lactate, HCV
RMA levels, the mtDNA: nDNA ratio,
and their temporal correlation with
antiretroviral and study medications in
one patient with symptomatic hyper-
lactataemia. Grey area represents nor-
mal lactate levels. Ribavirin was
discontinued at week 12, restarted at
half-dose (week 16) and finally with-
drawn (week 19) along with the anti-
retroviral medication,
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Mitochondrial DNA: nuelear DNA ratio analysis by
real-time PCR

A real-time RT-PCR technique was developed to retro-
spectively estimate mtDNA content in cryopreserved PBMC
(see Methods section). The assay provided reproducible
estimates of mIDNANDNA ratlo with correlation coeffi-
clents of 099 in serdal 10-fold dilutions of control
lymphocytes within a range of 10-10% cells [21], as also
reported by others [23].

Assay performance was validated in PEMCs from 23

healthy subjects, 20 HIV-infected HAART-natve (11 of them
without HCV infection) patients and @8 HAART-treated
patlents enrolled in the current wial. While no significant
difference in median mtDNANDNA ratio was observed
between healthy controls (median: 131; IQR: 118-155) and
HIV-infected antiretroviral-naive patients (median: 123;
IQR: 76-163), the median baseline ratio of the A8 HAART-
treated patients was significantly lower than that of healthy
controls (103; IQR: 73-153 ws 131; IQR: 118-1335,
respectively; P = (LIM8). Among HAART-treated patients,
the ratio was lower in 46 recelving stavudine and/or di-
danosine (median 97; IR 75-1335) than in 22 treated with
other antiretrovirals (median: 151 I0R: 104-282) (P =
(LO31)
Changes in the mtDNA nDNA ratio were retrospectively
estimated in PBMCs obtained before, during (at 4 and
12 weeks) and after treatment, in 27 of those whose lactate
was always normmal and in 17 of the 22 who developed
hyperlactataemia. Significantly lower ratios were found
among the latter at treatment week 4 (median: 83, IQR:
63-105 vs median: 136, IQR: 89-236; P = 0.011). Within
that group, a significant decrease from baseline (median:
103, IQR: 92-136) was observed at treatment week 4
(median: 83, IQR: 63-105; P = 0.031).
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Among the six patients who developed symptomatic
hypedactataesmia, lactic acidosis or lver failure, the median
baseline mtDNA:nDN A ratio dropped at an average of 54%
(from a median of 107; range 40-124 to a median of 4%
range 24-79) between 4 and 12 weeks of treatment and a
mean of 13 weeks before the development of symptoms.

DISCUSSION

In this randomized tal, peginterferon alpha-2b plus rib-
avirin was more effective in inducing a SVR than standard
interferon alpha-2b plus rbavirin, The difference did not
reach statistical significance for patents infected with HCV
genotype 2 or 3, probably because of the limited number of
patients included. Although mean body mass index was
higher and ribavirin dose per kilogram lower in the standard
interferon group, and these factors might have decreased
efficacy among these patients, none of these varables were
found to be associated with final response in univariate and
multivariate analyses. Nonetheless, as ribavirin has been
shown to have a divect mutagenic effect on HCV and to
inhibit the RNA polymerase in a dose-dependent manner
[24,25], ribavirin dose should be given at doses according to
the body welght and renal function also, in coinfected
patients in order to further improve sustained response rates,
In this regard, a preliminary report of an ongoing trial using
weight-adjusted ribavirin dose has shown that higher rib-
avirin dose was independently associated with an early
virological response [26]. In any event, the overall response
rate in our study was higher than those reported in previous
trials in HIV-coinfected patients [11-14]. Several reasons
might help explain this chservation, including differences in
patient characteristics as well as the single-centre design and
the frequent clinical and virelogical monitoring, which likely
enhanced treatment compliance,
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Importantly, a high sustained response rate was observed
among patients infected with HCV genotype 3 treated with
peginterferon alpha-2b for 24 weeks. This finding is note-
worthy because relapse rates as high as 33% have been
reported among genotype-3-coinfected patients treated for
24 weeks [14,27]. Furthermore, because relapse rates among
patients with these genotvpes have been found to be lower in
trals using 48-week treatment schedules [11-14], a recent
statement from the Furopean Consensus Conference has
recommended that coinfected patients be treated for
48 weeks, imespective of HCV genotype [28]. Although the
number of patients in our smdy is small and cross stady
comparisons are impossible, our results suggest that a
24-week schedule of peginterferon and ribavirin might be
sufficient for a significant proportion of genotvpe-3-coinfected
patients. In this regard, it is noteworthy that in our study
irrespective of treatment group, of the 20 patients with
genotype 2 or 3 who had undetectable HCV ENA at week 4
and at the end of treatment, only one relapsed (A%, whereas
relapse rate reached 46% among those end-of-treaiment
responders with detectable HCV ENA at week 4 (P = 0.016),
The potential utility of this very early viral response as a guide
toindividualize treatment duration in coinfected patients with
genotype 2 or 3 should be further investigated in prospective
trals. In any event, optimal duration of treatment for coin-
fected patients with HCV genotype 3 can only be established
through randomized trials comparing 24-week courses with
the currently recommended 48-week schedule,

Similar to those reported in previous studies [11-13,
29-32), early viral dyvnamics had a high predictive value for
sustained response. In fact, ROC curves of HCV RNA decline
identified cut-off levels with 100% negative predictive value
for sustained response at weeks 4, 8 and 12 weeks, Hence,
our data support and further refine the utility of current
recommendations for monitoring early viral response also in
colnfected patients, This is especially helpful in the man-
agement of coinfected patients. Prediction of nonresponse
may allow early discontinuation of therapy, thuos reducing
adverse effects in those having no chance of a sustained
response. On the contrary, eardy identification of likely
responders might facilitate therapeutic decisions, such as
modification of antiretroviral regimen, use of haematopoietic
growth factors or adequate treatment of other side effects,
Finally, timely information to patients of their likelihood of
response should help maximize treatment compliance,

Lactic acidoesis and other manifestations of mitochondrial
toxiclty have emerged as potentially life-threatening com-
plications when ribavirin is administered in combination
with certain  nucleoside analognes [11-14,27,33-37).
Didanosine and stavudine have been associated with lower
hepatic mtDMA content in HIV-infected patients [38] and
rbaviin is known to increase phosphorylation of didanosine
and enhance its inhibition of DNA polymerase gamma [39],
Indeed, most cases of serious mitochondral toxicity reported
to the FDA in coinfected patients receiving ribavirin have

involved concomitant administration of didanosine [40]. Our
own data on miDNA content in PBMC are in agreement with
these findings and further support that ribavirin should not
be used in combination with these nucleoside analogues,
Furthermore, hepatic decompensation appears to be vet
another toxic mitochondrial side effect associated with anti-
HCV treatment in coinfected patients. In one of the patients
who died in our tial, both decompensation and subsequent
subfulminant liver failure ocourred in association with a
marked decrease in mtDNA and hypedactataemia. In fact,
hepatic decompensation with a high mortality rate has been
recently reported in over 10% of coinfected cirhotic patients
during ant-HCV treatment [11,13], speciallv in those with
more advanced liver disease and taking didanosine [41] This
frequency is thres- to fivefold higher than that of sponta-
neous decompensation among prospectively followed HCV-
monoinfected cirrhotics [42,43] and has not been reported
in large treatment trials of chronic hepatitis C in the general
population, Taken together, these observations suggest that
a state of relative mtDMNA depletion in the liver associated
with the use of nucleoside analogues may be aggravated by
the addition of rbavirin, and the overall mitochondrial
function be further impaired by the inhibitory effect of
interferon on mtDNA transcription [44]. Patients with more
advanced liver disease might be unable to compensate for
these multiple mechanisms of mitochondrial dysfunction,
eventually developing lactic acidosis andfor entering an
irreversible state of liver failure,

In summary, in patients with controlled HIV infection,
treatment with peginterferon alpha-2b and ribavirin induces
SVRs close to those reported among monocinfected individ-
uals. However, in patients with cirrhosis-associated life-
threatening complications, mitochondrial toxicity may
ocour. Frequent monitoring of viral responses early during
treatment might allow eady identification of virological
nonresponders and individualization of treatment duration
in patients with genotype 2 or 3, and hence maximize the
number of patients who benefit from treatment while
decreasing costs and side effects.
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Utility of the Early Viral Response to Individually Adjust the Duration of
Treatment for Chronic Hepatitis C, Genotype 2 or 3, in HIV-co-infected
Patients

M Crespo*, J Esteban, E Ribera, V Falco, A Gonzalez, S Villar Del Saz, |
Ocana, and A Pahissa

Vall d'Hebron's Hosp, Barcelona, Spain

Background: Peginterferon plus ribavirin (RBV) for 24 weeks is the standard
treatment for chronic hepatitis C, genotype 2 or 3, in mono-infected patients.
Even shorter regimens (12 to 16 weeks) have been proven useful in patients
with early response. Since relapse rates as high as 35 percent have been
reported among HIV-co-infected patients treated for 24 weeks, longer regimens
have been advocated in this population. However this recommendation might
underestimate the risk of toxicity and the cost associated with unnecessary
extended regimens. Our objective was to study the utility of the viral response at
week 4 of treatment to predict the risk of viral relapse among HIV-co-infected

patients with chronic hepatitis C, genotype 2 or 3, treated for 24 weeks.

Methods: We analysed the viral response at week 4 of treatment obtained by a
subset of patients with genotype 2 or 3 enrolled in a open randomised trial,
conducted in our hospital, aimed to compare the efficacy of interferon a-2b
(IFN) (3 MIU thrice weekly) vs peginterferon alfa-2b (PEG-IFN) (1.5 ng/kg/week)
for 24 weeks, both in combination with RBV (800 mg/day), for the treatment of
chronic hepatitis C in HIV-co-infected patients. HCV RNA level was determined
by real-time polymerase chain reaction (RT-PCR) (detection limit: 100 1U/mL;
dynamic range, 5 logs). The primary end-point was sustained viral response
(SVR), defined as HCV RNA <100 IU/mL, 24 weeks after the end of treatment.
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Results:. We randomized 42 patients (86% men) from January 2001 to April
2003. The median age was 38.6 years and 83% had been former injecting drug
users (IDU). At inclusion, 89% were on HAART. The median CD4 cells count
was 505 (IQR 384 to 690) and 81% had HIV RNA <50 copies/mL. Rates of SVR
(intention-to-treat) were 71% (15 of 21) in patients treated with PEG-IFN vs 43%
(9 of 21) in those assigned to IFN (p = 0.06). Table 1 summarizes the rates of
viral response at the end of treatment (ETR) and at the end of follow-up (SVR),
and the relapse rates according to the viral response obtained at week 4. Table
1

HCV RNA at Week 4 N (%) ETR (%) SVR Relapse Rate (%)

<100 IU/mL 20/36 (55,6) | 18/20 (90) | 17/20 (85) 1/18 ( 5,5)

>100 IU/mL 16/36 (44.5)[11/16 (69)|6/16 (37,5)|  5/11 (45,5)

Conclusions: Early viral response appears as a useful tool to individually
adjust the duration of treatment for chronic hepatitis C, genotype 2 or 3, in HIV-
co-infected patients. In our study, high SVR and low viral relapse rates were
observed after 24 weeks of therapy among those patients with undetectable

viral load at week 4.
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CONCISE COMMUNICATION

Utility of week-4 viral response to tailor treatment
duration in hepatitis C virus genotype 3/HIV
co-infected patients

Manuel Crespo?, Juan 1. Esteban”, Esteban Ribera®, Vicenc Falco?, Silvia
Sauleda®, Maria Buti®, Rafael Esteban®, Jaime Guardia®, Inma Ocana®
and Albert Pahissa®

Objective: To investigate the utility of a week-4 virological response for sustained
response prediction in hepatitis C virus (HCV) genotype 3/HIV-co-infected patients
treated with interferon and ribavirin for 24 weeks.

Methods: Using a real-time polymerase chain reaction-based quantitative assay
[COBAS AmpliPrep-COBAS-TagMan 48; Roche Diagnostics) we retrospectively
analysed samples obtained at baseline and weeks 4 and 12 from a subset of 35
HOV penotype 3-HIV co-infected patients enrolled in a randomized comparative trial
of peginterferon a-2b versus interferon a-2b both in combination with ribavirin.

Results: Inan intention-to-treat analysis, 78% of patients treated with peginterferon and
53% of those receiving standard interferon achieved a sustained virological response
[SVR) Overall, at 4 weeks, 49% of patients had HCV RNA < 501LU/ml and 63% had
< 600 1U/ml. Of these rapid responders 88 and 86% achieved a SVR, respectively, with
only one patient relapsing among end-of -treatment responders. In contrast, only 44 and
31% of patients with a week-4 HCV RNA =50 or =6001U/ml achieved an SVR,
respectively, with relapse rates of 33 and 50%, respectively. In multivariate logistic
regression analysis a serum HCWV RNA level below 6001U/ml at week 4 was the
strongest independent predictor of SVR (odds ratio, 11.3; 95% confidence interval, 1.7
to 75.0; P=0.012).
Conclusion: Monitoring early viral response may be useful to tailor the duration of
treatment among patients with HCV genotype 3/HIV-co-infection. Patients whose HCV
RMA falls below 600IL/ml at 4 weeks are at low risk of relapse after 24 weeks of
combination therapy.
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Introduction

Well-designed studies to assess the optimal duration of
treatment for hepatitis C virus (HOWV), genotypes 2 or 3,
infection in HIV-co-infected patients have not yet been
performed. Recently reported data, however, suggest
higher relapse rates occur among co-infected patients
with HCV genotypes 2/3 who have been treated for 24
weeks [1,2] than in those receiving 48-week treatment
schedules [3—5]. On the basis of these data, a statement
from a European Consensus Conference recommended
that all HIV-co-infected patients be treated for 48 weeks,
irrespective of the HCV genotype [6]. However, this
recommendation might underestimate the higher risk of
toxicity, the lower compliance and the cost associated
with extended treatment regimens and ignores the fact
that a significant number of HCV genotype 2/3
co-infected patients who clear the virus during the first
month of treatment achieve a sustained wviral response
(SVR) with a 24-week treatment schedule [7]. In the
present study we reanalysed the utility of the week-4
virologic response through retrospective testing of stored
samples with a commercially available real-time poly-
merase chain reaction (PCR) quantitative test, to
individualize treatment duration for HCV genotype 3
infection in HIV-co-infected patients.

Methods

We have recently conducted a randomized trial in our
hospital with the aim of comparing the efficacy of
interferon  ([FN)a-2b  wversus  pegylated  interferon
(peg-IFMN)ae-Zb both in combination with ribavirin
(RBV) for the treatment of HCV/HIV-co-infected
patients. The methodology has been reported elsewhere
[7].  Briefly, 121 HCV/HIV—co-infected patients,
naive for HCV treatment, were stratified by sex and
genotype and randomized, between January 2001 and
April 2003, to receive peg-IFNo-2b (1.5 pg/kg per
week) or [FNoe-2b [3 million International Units/three
times in a week (MU tiw)], both in combination with a
fixed dose of RBWV (B00 mg/day). Patients with genotype
2 (n=1) or 3 (n=41) were treated for 24 weeks. The
stdy protocol was approved by the Institutional Review
Board and conducted in accordance with the Declaration
of Helsinki and Good Clinical Practices guidelines. Blood
samples were handled and stored under optimal
conditions for HCV RMNA quantization as previously
recommended [B]. Serum HCV RINA level at baseline
and at 4, 8 and 12 weels of trearment was determined
with a non-commercial TagMan-based real-time reverse
transcriptase (RT)-PCR test, with a detection limit of
1001U/ml and a dynamic range of 5logs [9]. A
commercial qualitative PCR test with a detection limit
of 50MU/ml (Cobas Amplicor HCV v2.0; Roche
Molecular Systems, Branchburg, New Jersey, USA)

was wsed at end of treatment and end of follow-up to
assess sustained response.

In order to investigate the most appropriate cut-off to
define a rapid viral response (RVR) at week 4 of treatment
and asess its utility for SVR prediction in genotype
AHCV/HIV-co-infected patients treated with interferon
and RBV combination therapy for 24 weeks, we have
retested stored serum samples obtained ar baseline, and ar
weeks 4 and 12 of reatment, with a commercially available
real-time PCR test combined with an automated platform
for RNA extacion (COBAS AmpliPrep-COBAS-
TagMan 48; Roche Molecular Diagnostics, Pleasanton,
California, USA), with a detectionlimitof 15 U/ ml and a
dynamic range of 43 to 68000000 [U/ml.

Levels of HCW RINA at weeks 4 and 12 of treatment were
used to construct receiver operating characteristic (ROC)
curves, and establish the best cut-off point of predicted
probability for SVIRL Stepwise and backward multiple
logistic  regression analyses were used to identify
baseline wvariables that were predictive of week-4 viral
response and of SVR. Non-normally distributed baseline
continuous variables underwent logarithmic transform-
ation. Additionally, week-4 wiral response was entered
into the model both as a categorical value (<2 50, < 600 or
AHCOV BRNA Z2log U ml) and as a continuous
variable to assess it as independent predictor of SVR.

Results

Trial results on both efficacy and safery for the entire
cohort have been reported elsewhere [7]. Samples for the
current testing were available from 35 of 42 genotype 3
patients enrolled in the trial. Baseline characteristics of
these patients are summoarized in Table 1. Most patients
were on HAART regimens according to currently
recommended guidelines. Remarkably, 80% of them
had baseline wviral loads above S00000IU/ml. Three
patients withdrew from treatment because of intolerance
or were lost to follow up. The RBV dose was reduced
because of anaemia in three patients and was definitively
stopped in another three becase of symptomatic
hyperlactataemia. The peg-IFN dose was reduced in
four patients because of severe flu-like symptoms. In an
inten tion-to-treat analysis SVR was achieved in 23 (66%)
patients; 78% (14/18) of those in the peg-IFNe-2b group
and in 53% (9/17) of those in the standard [FNo-2b
group [relative risk (RR), 1.47; 95% confidence interval
(CI), 0.88-2.45; P=0.164].

Owerall, irrespective of the treatment arm, 49% (17/35) of
the patients retested had HOV RINA levels < 501U/ /ml at
week 4 of teatment. Of these rapid viral responders
(RVR) 88% (15/17) achieved a SVR,, and only one (6%)
of 16 with an end-oftreatment response (ETR) relapsed.

Copyright © Lippincott Williams & Wilkins. Unauthorized reproduction of this article is prohibited.
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Table 1. Baseline characteristics of 35 genotype 3 hepatitis C virus
(HOV)/HIV-co-infected patients,

Characteristic® N=15

Age (years)

Lo [malefemale (9% male)|
Intravenous drug abuse [number (%))
Duration of infection (years)®

Boudy mass index®

Serum HOW RMA

Mean {logg 1L /ml) 636 =078
= B0 000 U mI [number (%) 28 (B
Treatment group

Peg-interferon-a-2b [number (%) 18 (51}
Interderon-u-2b [number (%)] 17 (49

Ribavirin dose (mg/kg)

ALT (1L

AST (1L

y-glutamil transpeptidase {ILIA)
Serum albumin (g}
Leukocytes (x 107 cells/pl)
Haemoglobin jjg.l’dl:

Platelets (= 107/1)

Mean C4-- cell count/jl 555 =218
HIV ENA < 80 copies'ml [number {%)] 28 (B
Antiretroviral treatment [number (%) 31 (89
2 METI+ 1 MKNETI

2IMETI+-THI

3 METI

Oither

METI= 30 (B&)
Zidowudine 13 (37}
Stavudine 14 (40
[ridanosine 5(14)
Lamivudine 24 (64
Abacavir 411}

ALT, alanine aminotransferase; AST, aspartate aminotransferase;
NETI, nucleoside analogue reverse transcriptase inhibitor; NRETI,
non-nucleoside analogue reverse transcriptase inhibitor; Pl, protease
inhibitor; KT, reverse transcriptase.

*Continuous variables are means = 50,

PInterval since first intravenous drug use or administration of clotting
factor concertrate in 29 patients.

“Caleulated as the weight (kg) divided by the square of the height (m).

In contrast, 12 (67%) of 18 patients with HCWV RINA at
week-4 2 501U /ml, achieved an ETR and 4 (33%) of the
latter relapsed (R, 2.0; 95% CI, 0.28-14.2; P=(.85)
accounting for a significantly lower SVR mte of 44%
(B/18) (RR, 0.50; 95% CI, 0.29-0.87; P=0.012) The
corresponding figures of ETR and SVR when RVR was
defined using the cut-off value of 600 1U/ml, are shown
in Fig. 1.

Sensitivity, specificity and positive and negative predictive
values of the week-4 response for SVR prediction were
.65, 0.83, .88 and 0.56, respectively, for the 501U/ ml
cut off value and 0.83, (.75, 0.86 and 0.69, respectively,
for the 600 TU/ ml cut off. The area under the ROC curve
constructed wsing the week-4 HOV RINA levels was
0.812 (95% CI1, 0.650-0.973).

Ofthe baseline variables [age, sex, treatment group, HCV
RINA lewvel, aspartate aminotransferase (AST), alanine
amintransferase (ALT), y-glutamil transpeptidase, RBV
doese in mg/kg body weight, and CD4 Tocell count|

Copyright ® Lippincott Williams & Wilkins. Unauthorized reproduction of this article is prohibited.

Genotype 3 HOWHIV-coinfected patents retested with
COBAS AmpPrep-COBAS Taghlan 48
N=233

HCV RNA level at week 4

< 800 1L

22035 (82%)

13735 (37%)

WHhOrew n =1
Lost o follow up 7 =1

Mon responders n =4
Whhdrew o =1

ETR RR, 1.48; 95% CI, 0.04-232 ETR
20022 (31%) Fe1075 BI13 (E2%)
RELAPSE RR, 0.10; 95% Cl, LN-0.76 RELAPSE
120 (5%) F=0ois 48 (50%)
SVR RR, 2.81;95% Cl, 122-6.45 SVR
| 1oz (38%) P - D002 gpe [

Fig. 1. Rates of end of treatment responses (ETR), relapse or
sustained virological response (SVR) according to the viro-
logic response (= or <®001U/ml) at week 4 of combination
therapy. RR, relative risk; CI, confidence interval.

entered in a multiple logistic regression analysis none was
a predictor of the viral response at week 4 of treatment
(using both cut-off levels 50 and 600 TU ml as dependent
variables) whereas baseline AST level was a weak
predictor of SVR [odds ratio (OR), 0.987; 95% CI,
0.976-0.998; P=0.026]. When the week-4 wviral
response was included in the multivariate analysis, both
AST level and week-4 wiral response were independent
predictors of SVR. The best final model included AST
level (OR, 0.983; 95% CI, 0.969-0.997; P=0.020) and
week-4 viral response with the cut-off of 600 U/ /ml
(OR, 11.3; 95% CI, 1.70-75.0; P=0.012).

Discussion

Kinetics of early viral response to peg-IFN and RBV
rreatment among HIV-co-infected patients seem to be
similar to those observed in mono-infected patients [10],
and a 2-log drop at week 12 can be confidently used as
stopping rule [3=5]. However, recommendations that
co-infected patients be treated for 48 weeks irrespective
of HCV genotype are based on cross comparisons
between historical and prospective studies, which were
not desipned to address optimal treatment duration and it
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remainsto be proven to what extent HIV-positive patients
with HCV genotypes 2 or 3 benefit from scheduleslonger
than 24 weeks. In fact, in a recent [talian multicenter trial,
which randomized 128 HCWV genotype 2 or 3-
co-infected patients to treatment with peg-IFN and
weight-adjusted FLBV for either 28 or 48 weeks, failed to
show an increased efficacy of prolonging therapy to 48
weeks (Zanini B, er al. personal communication) Indeed,
in this study. relapse rates were similar in both groups
because of the high drop out rate among patients assigned
to the longer treatment group, resulting in identical SVR
rates (61%) in both arms. These data underline the
importance of compliance in treatment outcome and that
adherence may be especially relevant among co-infected
patients. Hence, strategies favouring compliance and
avoiding unnecessary extension of treatment in very early
responders might decrease side effects associated with
pharmacological interactions and might be more effective
than currently recommended strategies. In this regard,
several studies in HCV genotypes 2 or 3 mono-infected
patients have shown that patients with an RV, defined as
undetectable HOV RINA at treatment week 4, achieve
similar SWR rates with 12—16-week treatment schedules
of peg-1FN and weight-adjusted RBV doses, than those
treated for 24 weeks [11-13].

We have recently reported sustained wiral response in 71%
of HCV genotype 2/3 HIV-co-infected patients treated
with peg-IFNa-2b plus RBV for 24 weeks [7], a
proportion similar to those reported in large trials in
which such patients received treatment for 48 weeks
[3=5]. and showed that HCV RNA clearance at
treatment week 4, as asessed with 2 non-commercial
real-time PCR technique, was highly predictive of SVR
(Crespo M, er al., personal communication).

Herein, we have confirmed our previous findings using a
commerdally available quantitative test. Co-infected
patients with HCV genotype 3 showing an HCV
RNA decrease below 600 U ml at 4 weeks of treatment,
are at minimal risk for relapse and achieve a very high rate
of sustained response after 24 weeks of therapy. Using the
cut off value of commonly used qualitative tests (50 U/
ml) to define RVR. was less sensitive with a similar
positive predictive value. Consequently, in multivariate
analysis, the best prediction model for SVR included, in
addition to baseline AST level, the 600 1U/ml cut-off,
which i the detection limit of a widely used quantitative
test.

Our study  has several limitations. First, we  have
performed a post hoc analysis in a small subset of patients
from a randomized trial not designed to address the utility
of the early wiral response to individualize trearment
duration. Second, because of lack of histological data, we
were unable to evaluate the influence of fibrosis stage on
the predictive value of the RVR. In this regard, it i
possible that the negative correlation between higher

baseline AST walues and SVR might be related to more
advanced liver fibrosis, as recently reported [14]. Third,
because of the limited number of patients studied, the
most appropriate cut off to define a RV in these patients
cannot be established. Nonetheless, because of their high
sensitivity and wide dynamic range, real-time PCR rests,
such as the one used in the present study, should allow
accurate determination of the predictive wvalues of
different cut offs in larger patient cohorts. Finally,
because BBV appears to have a direct antiviral effect
that synergizes with that of IFN [15,16] and higher RBV
doses have been shown to increase RVE rates in
co-infected patients [17], the utility of early monitoring
of viral response might have been underestimated in our
study were fixed RBV doses were used.

In summary, monitoring early viral response might be
useful for the management of genotype 3 HCV infection
in HIV-co-infected patients. Patients showing an HCV
RINA decrease below 600U/ /ml ar 4 weeks are at low
risk of relapse after 24 weeks of combination therapy. The
reduced exposure to treatment will probably translate
into a better benefit—risk ratioc among co-infected
patients. Our resuls on the udlity of an RVR as a guide
to tailor treatment duration in these patients warrant
further investigation through well-designed randomized
rrials.
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