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RESUMEN

Las sustituciones asociadas a resistencia (RAS) a elbasvir, el nuevo inhibidor de la NS5A del virus de
la hepatitis C (VHC), pueden presentar relevancia al limitar su eficacia y conducir al fracaso virolégico
en pacientes infectados por VHC genotipo 1a (GT1a) a diferencia de lo observado en GT1b y GT4. No
existen datos fuera de ensayos clinicos que evalien la prevalencia y el impacto de grazoprevir/elbasvir
en pacientes infectados con GT1a en Espafia. Se llevé a cabo un estudio transversal multicéntrico en
632 pacientes iniciales, en 13 de los cuales no se consiguié amplificar la muestra o no fue valida para alcan-
zar una secuencia consenso mediante secuenciacion de Sanger. Finalmente, se analizaron 617 individuos
infectados con VHC-GT1a atendidos en 84 hospitales distribuidos por las 17 comunidades auténomas
mas las 2 ciudades auténomas que conforman el territorio espaiiol. La poblacién de VHC secuenciada se
ha usado para identificar RAS a elbasvir, mientras que el patrén mutacional y la sensibilidad farmacol6-
gica se confirmaron mediante geno2pheno[HCV]. Los virus portadores de RAS a elbasvir se observaron en
el 6,2% de los pacientes infectados con el VHC-G1a. Las RAS mas comunes fueron Y93C/H/N y Q30E/H/R
(2,4y 2,3%, respectivamente). Solo el 3,4% de las RAS a elbasvir identificadas confirieron susceptibilidad
reducida al fairmaco mediante geno2pheno[HCV] que identificé exclusivamente como principales RAS a
elbasvir las posiciones Q30H/R (n=7)y Y93C/H/N (n=8) como mutaciones simples y Q30H+Y93H (n=4)
y Q30R+Y93H (n=2) como mutaciones dobles. En nuestra cohorte espaifiola con VHCG1a se observo
una menor prevalencia de RAS a elbasvir que la reportada previamente en ensayos clinicos realiza-
dos en pacientes norteamericanos. Esta informacién puede ser esencial para el manejo de los pacientes
infectados con Glay guiar la implementacion de grazoprevir/elbasvir en Espafia.
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Prevalence of relevant NS5A resistance-associated substitutions to elbasvir in
genotype 1a hepatitis C virus patients in Spain

ABSTRACT

Resistance-associated substitutions (RASs) to the new HCV NS5A inhibitor elbasvir may limit its effi-
cacy and lead to virological failure in HCV-GT1a-infected patients. There are no data outside clinical
trials evaluating their prevalence and impact in grazoprevir/elbasvir in GT1a-infected patients in Spain.
A multicentre cross-sectional study of 632 initial patients was conducted. In 13 of these patients, the sam-
ple could not be amplified or a consensus sequence by Sanger sequencing could not be performed. Ultima-
tely, 617 HCV-G1a-infected individuals treated at 84 Spanish hospitals from the 17 autonomous commu-
nities plus the 2 autonomous cities of Spain were analysed. HCV population sequencing was used to iden-
tify RAS to elbasvir and the mutational pattern and drug sensitivity were confirmed by geno2pheno[HCV].
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Viruses bearing RASs to elbasvir were present in 6.2% of HCV-G1a infected patients. The most common
RASs were the Y93C/H/N and Q30E/H/R (2.4% and 2.3%, respectively). Only 3.4% of the identified RASs
to elbasvir conferred reduced susceptibility to elbasvir by geno2pheno[HCV], which exclusively iden-
tified the positions Q30H/R (n=7) and Y93C/H/N (n=8) as single mutations and Q30H+Y93H (n=4)
and Q30R+Y93H (n=2) as double mutations as the major RASs to elbasvir. A lower prevalence of RASs
to elbasvir was observed in our HCV-Gla Spanish cohort than reported previously in clinical trials
evaluating patients from the USA. This information may be essential to guide the implementation of
grazoprevir/elbasvir in Spain and to manage G1la-infected patients.

© 2017 Elsevier Espaiia, S.L.U. and Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia

Clinica. All rights reserved.

Introduccion

Grazoprevir/elbasvir (EBR) fue aprobado por la Food and Drug
Administration en enero de 2016, En la Unién Europea, la Agencia
Europea de Medicamentos lo aprob6 en julio de 2016 y fue incluido
en la lista de medicamentos sujetos a seguimiento adicional®. En
Espafia, a 1 de septiembre de 2016 el Ministerio de Sanidad aprob6
la financiacién publica de este medicamento. Este fairmaco repre-
senta el nuevo producto de combinacién de antivirales de accién
directa (AAD) para tratar el virus de la hepatitis C (VHC) incorpo-
rado al arsenal terapéutico y ha sido aprobado para suuso en GT1y
GT4'. El uso de grazoprevir/EBR no estd indicado en pacientes con
infeccion por los genotipos 2, 3, 5 y 6. Grazoprevir pertenece a la
familia de inhibidores de la proteasa NS3/4A del VHC y EBR repre-
senta el primer inhibidor de segunda generaciéon de la NS5A del
VHC. Sin embargo, la presencia de sustituciones asociadas a resis-
tencia (RAS) puede reducir la sensibilidad a los AAD, limitando su
eficacia. Estudios previos han mostrado que la presencia de RAS
en la region NS3 no afecta a la eficacia de grazoprevir en pacientes
previamente no tratados con los nuevos AAD o pacientes que nunca
recibieron tratamiento®. Sin embargo, RAS en la region NS5A tienen
un fuerte impacto en la eficacia de EBR.

Elimpacto de las variantes preexistentes del VHC en larespuesta
a la terapia con grazoprevir/EBR en sujetos infectados con VHC que
nunca han recibido tratamiento ha sido evaluado en el estudio C-
EDGETN, en el cual se identificaron RASaEBRen el 12%(19/154) de
los participantes portadores del genotipo 1a (GT1a) y se han aso-
ciadoaunareducciéndel 58%(11/19)de larespuesta viral sostenida
a las 12 semanas>. La recomendacién de extender a 16 semanas
el tratamiento con grazoprevir/EBR con la inclusién de ribavirina
para pacientes VHC-GT1a nunca tratados y con RAS en NS5A se
basa en los resultados del estudio C-EDGE TE*. Especificamente, las
variantes de base NS5A con un cambio 5 veces mayor a EBR redu-
jeron la respuesta viral sostenida a las 12 semanas al 52,4% (11/21)
en sujetos infectados con el VHC-GT1a, mientras que la respuesta
viral sostenida a las 12 semanas se incrementé en el 94,8% (55/58)
en el andlisis por intencién de tratar cuando se afiadié ribavirina a
grazoprevir/EBR y el tratamiento se extendi6 a las 16 semanas. En
pacientes infectados con VHC-GT1b la eficacia de grazoprevir/EBR
fue del 99 y del 100%, respectivamente, en individuos infectados
con VHC-GT43.

El fallo en la terapia con EBR en pacientes infectados con VHC-
GT1a se ha asociado a la presencia de sustituciones especificas
M28A/G/T, Q30D/E/G/H/K/L/R, L31F/M/V, H58D y Y93C/H/N/S, de
acuerdo con las Guias Europeas de 2016, las cuales representan
un subconjunto de RAS en NS5AS. Se ha documentado resistencia
cruzada entre las RAS en NS5A a EBR y los inhibidores de NS5A
de primera generacion aprobados®’, asi como la alta persistencia
de estas sustituciones en la poblacién viral una vez establecida®?®.
Ambos fenémenos podrian limitar el uso de la familia de inhibido-
res de NS5A. Con base en este problema, se recomienda el estudio
de las resistencias en NS5A en pacientes infectados con VHC-GT1a
candidatos a tratamiento con grazoprevir/EBR'?.

En Espafa, a 1 de septiembre de 2016 el Ministerio de Sani-
dad aprob6 la financiaciéon ptblica de este medicamento, y el 3 de
febrero de 2017, la Agencia Espafiola de Medicamentos y Produc-
tos Sanitarios publicé el Informe de Posicionamiento Terapéutico
de EBR y grazoprevir (Zepatier®) en hepatitis C croinica, comen-
zando de ese modo suimplantacién oficial''. El genotipo VHC-GT1a
representa aproximadamente el 23% de los genotipos circulantes
en nuestro pais'? y, por tanto, el conocimiento previo de la presen-
cia de RAS en NS5A a EBR en la poblacién espafiola infectada con
VHC-GT1a ayudaria a identificar la proporcién de pacientes que se
pueden beneficiar de este nuevo tratamiento. En el presente estudio
se ha realizado un andlisis de RAS mediante secuenciacién de San-
ger en pacientes espafioles infectados con VHC-GT1a para evaluar
la prevalenciay el impacto de RAS en NS5A clinicamente relevantes
al nuevo farmaco inhibidor de NS5A.

Métodos
Disefio del estudio y pacientes

Se llevé a cabo un estudio transversal y multicéntrico con
632 individuos infectados de forma crénica con VHC-GTla y
nunca tratados con inhibidores NS5A. Como ayuda para el disefio
y la direccién del estudio se empleé la lista de verificaciéon
STROBE'>.

Los pacientes fueron atendidos en 84 centros de salud espafioles
distribuidos por todo el territorio nacional (ver Apéndice, datos adi-
cionales). Las muestras fueron seleccionadas de manera aleatoriay
se recogieron antes del inicio de la terapia anti-NS5A, entre octubre
de 2014 y febrero de 2015. Los especimenes de plasma se enviaron
junto con un conjunto minimo de datos a la Unidad de Infeccién
Viral e Inmunidad del Laboratorio de Referencia e Investigacién en
Hepatitis Viricas del Centro Nacional de Microbiologia (Instituto de
Salud Carlos III [ISCIII]) a través del Area de Orientacién Diagnés-
tica de dicho centro (ISCIII). Tanto los datos como las muestras se
anonimizaron y transfirieron al Biobanco Nacional del ISCIII (Ref.:
B.0000984).

Etica

El estudio fue llevado a cabo de acuerdo con la Declaracién de
Helsinki. Fue aprobado por la Junta de Revisién Institucional y el
Comité de Etica de la Investigacién del ISCIII (CEI PI 43.2015).

Amplificacion y secuenciacion de NS5A

El ARN viral se extrajo del plasma mediante el kit QIAsymp-
hony DSP Virus/Pathogen (Qiagen, Hilden, Alemania) a partir de
500 ., y la amplificacién completa del gen NS5A se realiz6 con el
kit RT-PCR OneStep (Qiagen, Hilden, Alemania) usando los oligo-
nucleétidos NS4BFW (5'TGAGGCGACTVCACCAGTGG3') y NS5BRV
(5'TCTTCCGCGGCRCACGGGGTGA3'). El protocolo de amplificacién
fue: 30min a 54°C; 15min a 95°C; 35 ciclos repetitivos de
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30seg a 94°C, 30seg a 60°C y 2min a 72°C en el termocicla-
dor Applied Biosystems Verity TM. En todas las amplificaciones
se incluyeron controles positivos y negativos. Los productos
de PCR positivos se visualizaron con GelRed (Biotium, Esta-
dos Unidos) como una banda especifica VHC de ~1,343 pb. Los
amplicones se purificaron (illustra™ GFX™ PCR DNA y Gel
Band Purification Kit, GE Healthcare, Estados Unidos) y diluye-
ron 1:2 usando agua libre de nucleasas (Roche). A continuacién,
la reaccién de secuenciacion se llevé a cabo con los siguientes oli-
gonucleétidos: FwSc2 (5'CGACTRCACCAGTGGATAAGC3'); FwSc3
(5’CTRCACCAGTGGATAAGCTCG3'); FwSc5 (5'CCCATTAACGCCTA-
CACCACG3'); FwsSc7 (5'CCTGACGCCGAGCTCATAGAG3’); RvSc3
(5’AGCGAGTGTGCATGATGCCAT3'); RvSc7 (5'GTGCGCCTGTCCAG-
GAATAAGA3') y se realizé la secuenciacion de Sanger mediante
ABI PRISM® 377 DNA sequencer (Applied Biosystems, Foster City,
Estados Unidos).

Andlisis bioinformdtico

Para la obtencién de las secuencias consenso se us6 el pro-
grama SeqMan (Lasergene DNASTAR Inc., Madison, WI, Estados
Unidos), mientras que para alinear las secuencias NS5A con
la secuencia representativa VHC-1a H77 se usé el programa
MEGAG6 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis Version 6.0;
http://www.megasoftware.net/). El punto de corte de deteccién de
RAS utilizado fue del 15% de acuerdo con las recomendaciones de las
Guias Europeas mediante el software Minor Variant Finder (Applied
Biosystems). Para determinar la prevalencia de RAS en NS5A a EBR
en pacientes que nunca recibieron inhibidores NS5A y con VHC-
GT1a se analizé el gen NS5A segtn las Gltimas Guias Europeas®.
El patrén mutacional de NS5A y la sensibilidad farmacolégica se
confirmaron mediante geno2pheno[HCV] (g2pycy)) (Bonn, Alema-
nia; http://hcv.geno2pheno.org/). Los linajes VHC-GT1a (clado 1y
clado 1) se identificaron usando g2pycy;- El aislado H77 (ntimero
de acceso GenBank AF009606) se us6 como secuencia de referencia
del G1a. El nivel de resistencia a EBR (en ntimero de veces) de cada
RAS identificada en nuestra cohorte se evalué de acuerdo con Black
etal. (2015)8 y Cento et al. (2015)'4.

Andlisis estadistico

Las variables categéricas se analizaron usando la prueba chi-
cuadrado o el test exacto de Fisher, mientras que las variables
continuas se compararon mediante la prueba U de Mann-Whitney.
Los valores de p se obtuvieron mediante prueba bilateral, defi-
niendo la significacién estadistica como p<0,05. El anailisis
estadistico se realizé con la versién 22.0 del software SPSS” (IBM
Corp, Chicago, Armonk, NY, Estados Unidos).

Resultados

De los 632 pacientes incluidos en el estudio, 13 (2,1%) tuvieron
una muestra que no amplificé o no fue valida para alcanzar una
secuencia consenso mediante secuenciacion de Sanger. En total,
617 pacientes con VHC-GT1a fueron validos para el analisis esta-
distico. En total, el 80,1% (n=494) de los sujetos eran hombres de
50 afios de media (47-53). Ademas, el 52,8% (n=326) eran pacientes
monoinfectados con VHC y el 47,2% (n=291) eran pacientes coin-
fectados VIH/VHC. El clado 11 de VHC-GT1a tuvo mas representaciéon
que el clado1(82,5%, n=509, frente a 17,5%, n=108), y fue mas pre-
valente en individuos monoinfectados con VHC que en coinfectados
con VIH/VHC (87,4 frente a 77,0%, p=0,001).

Los virus portadores de RAS a EBR estuvieron presentes en
38 muestras (6,2%) de los pacientes infectados con VHC-GT1a
(fig. 1), 6 de las cuales contenian virus con RAS doble. Las RAS
mas comunes fueron la Y93C/H/N (2,4%; n=15) y la Q30E/H/R
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Figura 1. Tipos y prevalencia de RAS en NS5A a elbasvir detectadas en pacientes
infectados con VHC-GT1a nunca tratados con inhibidores NS5A en Espafia.
NS5A: proteina no estructural 5A.
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Figura 2. Impacto de las variantes de sustitucién de NS5A segin el cambio en el
nimero de veces. El gen completo de NS5A se secuencié mediante secuenciacion
de Sanger. La sensibilidad farmacolégica se confirmé mediante geno2pheno[HCV].
En 6 individuos se encontraron las mutaciones dobles Q30H+Y93H y Q30R+Y93H.
El analisis del cambio en el ntimero de veces se bas6 en Black et al. 2015° y Cento
etal. 20164,

EC50: concentracion necesaria para alcanzar el 50% de la replicacién viral; NS5A:
proteina no estructural 5A.

(2,3%; n=14), mientras que M28A/T, L31M y H58D tuvieron menor
representacién (0,8%, n=5, cada una). Las mutaciones dobles
Q30H+Y93H y Q30R+Y93H mostraron una frecuencia baja (0,6%,
n=4, y 0,3%, n=2, respectivamente) (fig. 1). Curiosamente, solo
se identificaron RAS que conferian sensibilidad o susceptibilidad
reducida a EBR en 21 de las 38 (55,2%) cepas identificadas con RAS
a EBR cuando se analiz6 mediante g2pjycy). Este algoritmo iden-
tificé exclusivamente como principales RAS a EBR las posiciones
Q30H/R (n=7)y Y93C/H/N (n=8) como mutaciones individuales y
Q30H+Y93H (n=4)yQ30R +Y93H (n=2)como mutaciones dobles.

A continuacion, se evalué el impacto de las variantes identifica-
das de acuerdo con el cambio en el niimero de veces con el fin de
evaluar el peso especifico de cada mutacién y, por tanto, la relevan-
cia clinica de las variantes encontradas en nuestra cohorte (fig. 2).
Las mutaciones identificadas en las secuencias analizadas presen-
taron un patrén de resistencia a EBR diferente, oscilando desde 6x
a 1235x (fig. 2). En particular, identificamos las mutaciones en las
posiciones Q30H/R y Y93C/H/N como las que tuvieron el mayor
nivel de resistencia a EBR (fig. 2).

Posteriormente, se evalu6 la influencia de los distintos clados
en la presencia de RAS a EBR, pero no se observaron diferencias
(clado18,3%,n=9/108, frente a clado 11 5,7%, n=29/509; p=0,278).
Sorprendentemente, los pacientes infectados con virus que poseian
RAS en NS5A que les conferian una susceptibilidad reducida a EBR
estaban 2 veces mas presentes entre los individuos coinfectados
con VIH/VHC que en los monoinfectados con VHC (8,2%, n=24/291,
frente a 4,3%, n=14/326; p=0,045).
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Discusion

En este estudio observamos una baja prevalencia de RAS en
NS5A a EBR en pacientes VHC-GT1a no tratados previamente con
farmacos de la familia de los inhibidores NS5A. Por lo que sabe-
mos, este es el primer estudio que evalda la prevalencia de RAS en
NS5A en el genotipo VHC-GT1a en Espafia. Nuestros datos de pre-
valencia de RAS en NS5A a EBR contrastan con el 12% presentado
recientemente por Zeuzem et al. (2015) en pacientes infectados
con VHC-GT1a nunca tratados, involucrados en el ensayo fase 111
C-EDGE>.

El efecto en la respuesta al tratamiento del VHC de las RAS en
NS5A a EBR en el mundo real no esta claro todavia y su caracte-
rizacién e impacto en la terapia de primera linea y estrategias de
tratamiento siguen siendo un gran desafio. Ademas, la falta de datos
en la practica clinica nos impide comparar nuestros resultados con
los de otros paises.

Estudios recientes han dado a conocer las distintas distribucio-
nes de los 2 clados del VHC-GT1a, presentes de forma igualitaria en
Europa y siendo el clado 1 mas prevalente en Estados Unidos'>16,
En nuestro estudio, observamos una prevalencia mucho mayor del
clado 11 que del 1, representando el primero aproximadamente 4
de cada 5 secuencias analizadas; el segundo es significativamente
menos prevalente (17%) que en otros paises europeos (48% para
secuencias italianas, 53% para alemanas). Esta diferencia filogené-
tica puede indicar la posible diferencia en la propagacién temporal
de los clados del VHC-GT1a en Espafia en comparacién con otros
paises europeos, donde ambos clados se distribuyen de forma igua-
litaria. Ademas, se observé una asociacién inversa del clado 11 con la
presencia de coinfeccién con VIH, en contraste con los datos publi-
cados por De Luca et al. en 2015'>. Las diferencias en la prevalencia
de RAS en NS5A a EBR segiin los clados del VHC-GT1a pueden pro-
porcionar alguna explicacién de por qué las variantes en pacientes
europeos infectados con VHC-GT1a son menos frecuentes que los
norteamericanos, donde el clado 1 es mds prevalente!”. En nuestra
poblacién de estudio, la baja prevalencia de RAS en NS5A a EBR y
del clado 1del VHC-GT1a no permitié establecer ninguna asociacién
entre el clado y la presencia de RAS en NS5A. Por lo tanto, se nece-
sitan estudios adicionales con cohortes mas grandes para clarificar
la emergencia de RAS en NS5A a EBR en relacion con los clados del
VHC-GT1a.

Las tltimas Guias Americanas recomiendan realizar pruebas
de resistencia para identificar NS5A RAS en pacientes infectados
con VHC-GT1a que inician tratamiento con grazoprevir/EBR!?. De
hecho, la presencia de RAS en NS5A y su efecto en la respuesta al
tratamiento influiran en la futura seleccién de la terapia. De acuerdo
con labaja prevalencia observada en nuestra cohorte, quizas actual-
mente en Espafia no sea necesario realizar estas pruebas de forma
rutinaria. Sin embargo, es probable que este escenario cambie y, por
tanto, habria que implantar un sistema de monitorizacion que nos
permita evaluar la necesidad de realizar pruebas de RAS en NS5A
en un futuro cercano.

Es importante mencionar que grazoprevir/EBR puede ser el
tratamiento mas coste-efectivo de los AAD aprobados hasta
el momento, lo que probablemente influird en la eleccién de la
terapia'’. Este hecho se suma a la baja prevalencia de RAS en NS5A
a EBR observada en nuestra cohorte, lo que sin duda repercutira en
la introduccién de grazoprevir/EBR como terapia de primera linea
en Espana.

Se deben tener en cuenta algunas limitaciones del estudio. En
primer lugar, la ausencia de datos clinicos no nos ha permitido
evaluar el posible impacto de las RAS en NS5A a EBR en la res-
puesta virolégica. No obstante, las RAS clinicamente relevantes se
extrapolaron de las Guias Europeas recientemente revisadas®. En
segundo lugar, los datos clinicos y epidemiolégicos (por ejemplo, el
modo de transmisién del VHC, la carga de ARN viral) eran limitados

y serian necesarios para la interpretacién de los resultados. Por
ejemplo, a pesar de que el plan estratégico para combatir el VHC
en el Sistema Nacional de Salud espafiol mas reciente establecié
los criterios generales para el tratamiento con AAD, considerando
de alta prioridad a los pacientes con un grado de fibrosis hepatica
avanzado (F2-F4) y aquellos incluidos en lista de espera para
trasplante o ya trasplantados'®, no podemos garantizar que todos
los pacientes incluidos en el estudio presenten un grado de fibrosis
hepatica avanzado. A pesar de ello, es importante mencionar que
nuestro estudio usa una muestra nacional representativa de toda la
poblacién que vive con infeccién crénica por VHC en Espaiia. Esto
puede ayudarnos a tener una visién global de la situacién actual
en la poblacién espafiola, a diferencia de los estudios realizados
en hospitales individuales. En tercer lugar, se usé la secuenciacién
de Sanger (secuenciacién de la poblacién de VHC) en lugar de
secuenciacién masiva para identificar las RAS en NS5A. Aunque la
secuenciacion de Sanger puede infraestimar ligeramente la preva-
lencia de RAS en NS5A a EBR, el impacto de las RAS en la eficacia
de grazoprevir/EBR parece desaparecer tras administrar durante
16 semanas EBR/grazoprevir + RBV®. Ademas, la necesidad de un
diagnéstico rapido de las RAS en NS5A puede disputar como opcién
a la secuenciacién masiva debido al mayor tiempo de respuesta y
coste.

En conclusién, nuestros datos muestran que, en Espafia, entre
los pacientes infectados con VHC-GT1a no tratados con inhibidores
de la NS5A previamente existe una baja prevalencia de RAS en NS5A
a EBR. Esta informacion puede ser esencial para guiar laimplemen-
tacion de este AAD en nuestro pais y para el manejo de los pacientes
infectados con VHC-GT1a en un futuro préximo.
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