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Resumen

La coinfeccion por el Virus de la Inmunodeficiencia Humana y el Virus de la Hepatitis
C (VIH/VHC) afecta a aproximadamente 2,9 millones de personas a nivel global. La
coinfeccién supone un peor prondstico para el desarrollo de la enfermedad hepatica,
resultando en una menor cantidad de pacientes que eliminan espontaneamente el
VHC. En este contexto, el genotipo CC del polimorfismo rs12979860 en el gen IFNL4
puede estar relacionado con una mayor eliminaciéon espontanea del VHC. Por el
contrario, los genotipos CT y TT podrian estar asociados a un peor pronéstico, debido
a una posible respuesta inmune deficiente en pacientes coinfectados.

Objetivo:

Analizar el impacto del polimorfismo IFNL4-rs12979860 en la respuesta inmune de
personas con VIH (PVIH) durante la coinfeccién con el VHC.

Materiales y Métodos:

Se realizé un estudio observacional transversal que incluyé a 116 PVIH: 36
aclaradores espontaneos (AE) del VHC, 45 con coinfeccion crénica por VHC (HCC) y
35 controles VIH; clasificadas segtin su genotipo IFNL4-rs12979860 (CC vs. CT/TT). Se
realizé un genotipado por PCR y se cuantificaron los biomarcadores asociados a la
respuesta inmune por inmunoensayo. Se empled el software R para el estudio
descriptivo de las caracteristicas de los participantes y modelos lineales
generalizados (GLM) para evaluar la posible asociacién entre el genatipo y los niveles
de marcadores inmunes, ajustando por el grupo de infeccién.

Resultados:

Se evidencid un aumento significativo en los niveles de marcadores inmunes pro- y
anti-inflamatorios para el genotipo CC a comparacion de CT/TT, especialmente
notable en el grupo de infeccion HCC. Por otro lado, los marcadores asociados a
estrés oxidativo disminuyeron entre individuos HCC con genotipo favorable CC.

Conclusiones:

El genotipo CC muestra una homeostasis de marcadores inmunes a nivel plasmatico
durante la coinfeccién por VIH/VHC. Este equilibrio podria conferir fortalezas
inmunes y favorecer el manejo de la coinfeccidon en individuos con genotipo CC.

Palabras Clave: VIH, VHC, IFNL4, Coinfeccién, Biomarcadores, Respuesta Inmune.
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Abstract

Coinfection with Human Immunodeficiency Virus (HIV) and Hepatitis C Virus (HCV)
affects approximately 2.9 million people globally. Coinfection results in a worse
prognosis for the progression of liver disease, leading to fewer patients who
spontaneously clear HCV. In this context, the CC genotype of the rs12979860
polymorphism in the IFNL4 gene may be associated with a higher rate of
spontaneous HCV clearance. In contrast, the CT and TT genotypes could be linked to
a worse prognosis, likely due to a potentially weakened immune response in co-
infected patients.

Objective:

To analyze the impact of the IFNL4-rs12979860 polymorphism on the immune
response in people with HIV (PWH) during co-infection with HCV.

Materials and Methods:

A cross sectional observational study was conducted with 116 PWH: 36
spontaneous HCV clearers (SC), 45 with chronic HCV co-infection (CHC), and 35 HIV
controls. Participants were classified based on their IFNL4-rs12979860 genotype
(CC vs. CT/TT). Genotyping was performed using PCR, and immune response-
related biomarkers were quantified through immunoassay. R software was used for
descriptive analysis of participant characteristics and generalized linear models
(GLM) to assess the possible association between genotype and immune marker
levels, adjusting for infection group.

Results:

A significant increase in levels of pro- and anti-inflammatory immune markers was
observed for the CC genotype compared to CT/TT, especially notable in the CHC
infection group. Conversely, oxidative stress markers decreased among CHC
individuals with the favorable CC genotype.

Conclusions:

The CC genotype shows homeostasis of immune markers at the plasma level during
HIV/HCV co-infection. This balance could confer immune strengths and favor the
management of co-infection in individuals with the CC genotype.

Keywords: HIV, HCV, IFNL4, Co-infection, Biomarkers, Immune Response.
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1. Introduccién.

1.1. Virusde la Hepatitis C

El virus de la hepatitis C (VHC) es un virus ARN de cadena positiva, perteneciente a la
familia Flaviviridae. Presenta una elevada variabilidad genética, con un total de ocho
genotipos y mas de 90 subtipos (Mbisa et al., 2024), por lo que representa un desafio
en la respuesta inmune del hospedador. Los genotipos 1 a 4 son los que presentan una
mayor prevalencia a nivel mundial, con variaciones en su distribucién geografica: el
genotipo 1 es el mas prevalente, ocupando especialmente el territorio de América y
Europa, seguido del genotipo 3, predominante en la zona sur de Asia, y los genotipos 2
y 4, presentes fundamentalmente en Africa (Smith et al., 2014).

El VHC posee una elevada tasa de replicacion provocando infecciones agudas con
elevados titulos virales. Durante el principio de la infeccién, el sistema inmune
presenta una respuesta mediada por la activacion de interferones, en particular los de
tipo | (como IFNA y IFNB) y tipo Ill (como IFNL1, IFNL2/3 e IFNL4). Estos promueven la
expresion de genes estimulados por interferén (ISG, por su sigla en inglés Interferon-
Stimulated Genes) con la capacidad desdetener la replicacidn viral. La eliminacidn del
VHC esta mediada en gran medida por la respuesta celular de linfocitos T CD4+ y CD8+,
al igual que algunos polimorfismos asociados a genes interferdn lambda (IFNL) como
IFNL3 e IFNL4. El VHC ademas utiliza mecanismos de evasidn, tales como inhibir la via
STAT1, la cual favorece la respuesta de tipo interferén (Dubuisson & Cosset, 2014;
Zhao et al., 2016).

1.2.  \Virus de la Inmunodeficiencia Humana

El Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) es un retrovirus que forma parte del
género Lentivirus. Se clasifica en dos tipos principales, el VIH-1 y el VIH-2 que, si bien
son genéticamente parecidos, estos presentan diferencias epidemiolégicas y clinicas,
siendo el VIH-1 el mas frecuente. En ambos tipos, la infeccidn se inicia con una fase
aguda en la que se produce una disminucion en los niveles de células T CD4+, luego se
produce una fase asintomadtica que, de no ser proporcionado un tratamiento
adecuado, se desarrolla hasta la condicién de sindrome de inmunodeficiencia
adquirida (SIDA). Este sindrome se caracteriza por un sistema inmunoldgico
sumamente debilitado y disfuncional. Sin embargo, el VIH-2 se diferencia por su menor
riesgo de transmisién y una fase asintomatica mas prolongada (Eshjornsson et al.,
2014).

La respuesta del sistema inmunoldgico es vital para el desarrollo y manejo de la

infeccion. No obstante, la efectividad de la respuesta inmune del huésped frente a la

infeccidn varia en funcién de qué tipo de respuesta se presente, especialmente las
7
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basadas en interferdn, como el interferdn tipo I. Se ha vinculado la coinfeccion de
ambos genotipos con un mejor prondstico de la enfermedad, ya que el VIH-2 podria
provocar una respuesta superior de linfocitos T CD8+. Ademads, se ha observado
durante la coinfeccién una reduccion de la replicacidn de VIH-1 provocada por VIH-2 a
través de mecanismos como una respuesta inmunologica cruzada (Esbjornsson et al.,
2012; Yapo et al., 2023).

1.3. Epidemiologia de la coinfeccion por VIH y VHC.

La infeccién por el virus de la hepatitis C (VHC) es responsable, a nivel global, de unas
240.000 muertes al afio, con cerca de un millén de nuevas infecciones anuales (World
Health Organization [WHQ], 2024). En algunos casos, la infeccién cursa de forma aguda
y es eliminada de manera espontanea durante los primeros 6 meses tras la infeccién.
No obstante, en el 70% de las situaciones, la infeccién avanza y se vuelve crénica, lo
que favorece el desarrollo de fibrosis hepatica, cirrosis, carcinoma hepatocelular (CHC)
y aumento de la mortalidad. En lo que respecta a la infeccion por el VIH, se calcula que
existen 39,9 millones de personas que viven con VIH (PVIH), registrandose un indice de
630.000 fallecimientos anuales asociados a enfermedades vinculadas a la infeccién
(WHO, 2024).

Debido a que ambos virus comparten vias de transmisién, como son la via parenteral,
sexual y vertical (madre-hijo), la coinfeccidn por ambos virus (VHC/VIH) es frecuente.
Se estima que alrededor de 2,9 millones de individuos con infeccién por VIH a nivel
mundial también estan coinfectados con el VHC (Platt et al., 2016). Las PVIH tienen una
probabilidad seis veces mayor de sufrir una infecciéon por VHC en comparaciéon con la
poblacidén VIH-negativa, siendo la prevalencia mas elevada entre la poblacién de
usuarios de drogas por via parenteral (UDVP) y los hombres que tienen sexo con otros
hombres (HSH) (Scott et al., 2018). Aunque la via parenteral sigue siendo la principal
forma de transmisién del VHC, la transmision sexual del VHC ha visto un aumento
considerable en los ultimos afios, principalmente en la poblacion de HSH infectados
por VIH, lo que se ha convertido en una epidemia en varios paises (Platt et al., 2016).
Por ende, conductas sexuales de alto riesgo, sumadas al uso de drogas en estos
contextos, suponen un elevado factor de riesgo para la coinfeccion del VHC y VIH.

La coinfeccion VHC/VIH resulta en una inmunopatologia mas severa, dado que la
presencia del VIH acelera la progresion de la enfermedad hepética asociada al VHC,
representando un desafio adicional para la salud pdblica (Smit et al., 2021). A su vez, el
efecto de la coinfeccidn VHC/VIH en la progresidn de la enfermedad por VIH se asocia
con un mayor riesgo del desarrollo de SIDA, considerando que el VHC da lugar a
respuestas inmunitarias deterioradas en parte por los factores expuestos previamente
(Monforte et al, 2009). En conjunto, la coinfeccion aumenta la morbilidad y
mortalidad, acelerando la fibrosis hepatica y elevando el riesgo de enfermedades
cardiovasculares.
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1.4. Estrategias de prevencidn y control.

1.4.1. Diagndstico

Segun la FDA (Food and Drug Administration), el algoritmo diagndstico para el VHC
comienza con el diagndstico serolégico de anticuerpos. Ante un resultado positivo, la
presencia de infeccién activa debe confirmarse mediante la deteccion de ARN viral del
VHC por técnicas de biologia molecular, como la prueba de acido nucleico (NAT, del
inglés nucleic acid testing). Un resultado positivo para anticuerpos y niveles de ARN
viral detectables se considera una infeccién en etapa activa, mientras que un resultado
positivo para anticuerpos sin ARN detectable indica un caso de resolucién (Cartwright
et al., 2023). Actualmente, la identificacién del VHC representa un grave problema de
salud publica, dado que se calcula que solo entre el 49% y el 55% de las personas con
infecciéon crénica por VHC conocen su condicidn. La fase asintomaética inicial, unida a
los altos costes y la complejidad actual de los métodos de diagndstico molecular,
contribuyen a estas elevadas tasas de infradiagndstico, lo que hace necesario el
desarrollo de pruebas accesibles y rapidas que faciliten un diagnéstico temprano y
posterior seguimiento de la infeccidn (Zhou & Terrault, 2020).

Para el diagnéstico del VIH se realiza una estrategia de dos pasos: la primera parte
comprende una prueba seroldgica y la segunda una prueba molecular confirmatoria.
Las pruebas de rapido diagnéstico (PRD) o inmunoensayos de cuarta generacidon son
las pruebas mas cominmente empleadas, basandose en la deteccidn de anticuerpos
especificos contra el VIH o sus antigenos virales. Tras un resultado positivo de estas
pruebas, se realiza una confirmacién mediante diagndstico molecular. Al igual que en
el caso del VHC, las técnicas mas empleadas son las de NAT, pruebas de deteccién de
material genético viral (Fonner et al., 2020).

1.4.2. Tratamiento

El manejo del VHC ha experimentado un cambio notable con la introduccién de
antivirales de accion directa (AAD), los cuales han demostrado tasas de curaciéon que
superan el 95%. Esto ha facilitado que se pueda tratar a pacientes que no muestran
una enfermedad hepatica avanzada. A escala mundial, se estima que cerca del 91% de
los paises presentan un subsidio para al menos una terapia AAD, lo que implica que no
se pueda acceder a todas las terapias en muchos casos. Estas limitaciones
socioecondmicas dificultan alcanzar una adecuada cobertura global (Marshall et al,,
2024). En Espafia, a partir de 2015, se han implementado las medidas de tratamiento
con AAD, lo que ha llevado a una notable disminucidn de la prevalencia del VHC en
personas viviendo con VIH (PVIH), desde el 22,1% en 2015 hasta el 2,2% en 2019, una
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reduccion del 90% atribuida en gran medida al uso extendido de la terapia (Fanciulli et
al,, 2022).

En contraste, la terapia antirretroviral (TAR) contra el VIH logra controlar la carga viral
pero no conduce a la curacion completa, ya que el virus persiste en un reservorio viral
latente. A pesar de que la TAR ha sido fundamental para la gestiéon del VIH, la

erradicacion del virus sigue siendo un desafio.

La gestion de la coinfeccién VHC/VIH plantea retos particulares. A pesar de que los
AAD han incrementado la tasa de respuesta viroldgica sostenida (RVS) del VHC, las
interacciones entre la terapia antirretroviral (TAR) y los AAD siguen siendo un reto. La
RVS, valorada entre 12 y 24 semanas tras el tratamiento, brinda ventajas clinicas
importantes, como la disminucién del dafio hepéatico y la reduccidn del riesgo de
carcinoma hepatocelular. En pacientes con coinfecciéon, se debe priorizar el
tratamiento con AAD en comparacidn con el tratamiento con interferén pegilado (peg-
IFN) y ribavirina (RBV). La seleccién del tipo de AAD no se realiza en base al genotipo
del VHC, como sucedia en terapias anteriores, dado que los AAD son pangenotipicos.
En su lugar, se consideran factores como el régimen de TAR en vigor y las posibles
comorbilidades presentes. Para aquellos que no han recibido tratamiento
antirretroviral anteriormente, es aconsejable comenzar la TAR 4-6 semanas antes de
los AAD para valorar la tolerancia. Es vital evitar interacciones con medicamentos y
modificar los regimenes segun se requiera para mejorar los resultados del tratamiento
(Laiwatthanapaisan & Sirinawasatien, 2021; Naggie et al., 2020). Las repercusiones de
la TAR en la lesion del higado son polémicas, dado que, mientras algunas
investigaciones sefialan dafio mitocondrial y fibrosis hepatica, otras evidencian un
incremento en la funcién hepatica y la respuesta inmunolégica especifica al VHC
(Rohrbach et al., 2010).

1.4.3. Medidas de prevencion

Los factores de riesgo asociados a la coinfeccién VIH/VHC son clave para el desarrollo
de medidas de prevencion, las cuales deben enfocarse en reducir las conductas de
riesgo que facilitan la transmisidon de ambos virus. Entre los HSH se ha registrado una
prevalencia considerable de coinfeccidn, y se ha determinado que medidas como el
uso de preservativo son fundamentales debido a la alta tasa de reportes de sexo anal
sin proteccion. La provision gratuita de preservativos y la instruccion sobre
comportamientos sexuales de riesgo son prioritarios. Para la poblacién que utiliza
drogas inyectables, se ha demostrado que asegurar el acceso a jeringas estériles a
través de programas de intercambio es una estrategia eficaz. Ademas, la orientacién
acerca del uso de drogas y alcohol puede resultar beneficiosa (Millman et al., 2020).
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En el territorio de Espafia, el plan estratégico de prevencién que se ha desarrollado
para el periodo comprendido entre el 2021 y el 2030, se enfoca en acciones que
pueden disminuir el riesgo de contraer el VIH y el VHC, asi como mejorar el acceso a
las terapias correspondientes. Se ha optado por fomentar el uso de la profilaxis post-
exposicion (PPE) bajo el potencial riesgo de contacto, como incidentes ocurridos en
ambientes de trabajo y ataques sexuales. Este programa también busca optimizar la
respuesta a estas infecciones en un contexto de emergencia intrahospitalario, asi
como en atencién primaria. También, se promueve el tamizaje y control de pruebas
para ITS (Infecciones de Transmisidon Sexual) en situaciones que no sean
necesariamente de salud publica, con la finalidad de obtener una mayor cobertura en
los grupos de complicado acceso. Por dltimo, esta estrategia también busca enfatizar
la relevancia de obtener un tratamiento temprano tanto en el caso de VIH como de
VHC, prestando especial importancia en los pacientes con coinfeccion por ambos
virus, asi como aquellos con un avance a un estado crénico del VIH (Ministerio de
Sanidad, 2023).

1.5. Respuesta Inmune en la Coinfeccién VIH/VHC

1.5.1. Inmunidad celular

La respuesta inmunoldgica adaptativa se lleva a cabo mediante respuestas humorales
y celulares. De estos dos tipos de respuesta, destacan las mediadas por los linfocitos T
CD4+ y CD8+. Los linfocitos T CD4+ también se denominan células T colaboradoras y
son responsables de regular y coordinar la respuesta inmunoldgica general. Su funcién
es secretar las citoquinas, proteinas sefial que activan otras células del sistema
inmunoldgico, como linfocitos B o linfocitos T CD8+ (Luckheeram et al., 2012). En
cuanto a los linfocitos T CD8+, también denominados células T citotdxicas, son
responsables de la eliminacidn de toda célula infectada por agentes infecciosos o
dafiada por agentes externos, mediante un proceso de apoptosis (Taniuchi, 2018).

A diferencia de las monoinfecciones, la coinfeccion presenta caracteristicas
particulares. La capacidad de las células T CD8+ para eliminar espontaneamente el
VHC depende de su polifuncionalidad, cantidad y eficacia. No obstante, si la fase
aguda del VHC persiste, esta capacidad se ve afectada por la pérdida o disfuncion de
las células T CD4+. En la coinfeccidn VHC/VIH, la reduccidon de las células T CD4+
modifica la habilidad de las células T CD8+ para eliminar el VHC (Kim et al., 2006). Por
ello se observa una tasa menor de eliminacion espontanea del VHC en comparacion
con la monoinfeccion, lo que resulta en un avance mas acelerado de la fibrosis
hepatica y un incremento en la tendencia hacia la cirrosis en pacientes infectados.
Adicionalmente, la coinfeccion por VHC/VIH puede potenciar la activacién de
monocitos e intensificar la inflamacién sistémica, agravando el efecto en la salud
hepatica y general del paciente (Kim et al., 2005).

11
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La interaccion de la proteina gp120 del VIH con los hepatocitos y células estrelladas
hepaticas (CEH), activa dichas células y promueve la acumulacién de especies reactivas
de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) a través del Factor NF-kB (Salloum et al.,
2016), lo que incrementa la fibrogénesis. En este contexto, el VIH sensibiliza la
respuesta inflamatoria en las células de Kupffer, aumentando la produccion de
citocinas proinflamatorias, como el TNF-a e IL-6. También hay procesos indirectos,
como la translocacidn de microorganismos. La infeccidn por VIH lleva a generar dafio
de los tejidos linfaticos gastrointestinales, permitiendo que el lipopolisacarido
bacteriano se transfiera al higado, donde afecta la funcionalidad normal de las CEH y
las células de Kupffer, lo que conduce a inflamacién y fibrogénesis (Mosoian et al.,
2017). Otros procesos incluyen una optimizacion de la replicacién de VHC mediada por
proteinas del VIH, acumulacién de células T CD8+ que causan dafio en los tejidos, y
alteraciones adicionales en la respuesta inmunoldgica (Deng et al., 2014).

1.5.2. Estrés Oxidativo.

El estrés oxidativo y la disfuncién mitocondrial en las células del higado se incrementan
debido a la infeccion crénica por VHC, lo que favorece el avance de enfermedades
graves como la cirrosis y el carcinoma hepatocelular. Este virus afecta a nivel
mitocondrial al aumentar la generacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) y
modificar el potencial de la membrana mitocondrial, reduciendo asi el contenido de
ADN en dicha membrana (Schank et al., 2021). Adicionalmente, se ha evidenciado que
reguladores fundamentales de la funcién mitocondrial, tales como PGC1A y mtTFA, se
ven modificados en el marco de la infeccion cronica, agravando el perjuicio
mitocondrial y la disfuncidn celular (Nguyen et al., 2018).

El estrés oxidativo en el tejido hepético, causado por un exceso de ROS, supera la
capacidad del sistema enzimatico antioxidante del higado, compuesto por catalasa,
superoxido dismutasa, glutation reductasa y glutation transferasa, provocando dafio
celular. Si persiste, puede provocar inestabilidad gendmica, carcinogénesis o muerte
celular, lo que resulta en fibrosis y cirrosis del higado. Las ROS también desencadenan
respuestas proinflamatorias, como la activacidn del NF-kB y la implicacidn de células de
Kupffer y CEH, intensificando la inflamacidn y el dafio hepatico (Zampino et al., 2013).

1.6. Senescencia celular en la infeccidn por VHC

La senescencia celular se caracteriza por un arresto irreversible del ciclo celular. La
infeccion crénica por VHC induce un estado de senescencia replicativa en el higado,
caracterizado por un acelerado acortamiento de los telomeros y una predisposicién al
desarrollo de carcinoma hepatocelular (CHC), particularmente en pacientes con cirrosis
(Gorgoulis et al., 2019). Esta senescencia es mas evidente en el tejido fibrético no
parenquimatoso, donde las células T senescentes, que son disfuncionales, evitan que
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células inmunes activas puedan actuar con normalidad, lo que reduce la capacidad del
sistema inmunolégico para eliminar hepatocitos premalignos y contribuye a la
progresién hacia el CHC en el contexto de una infeccidon crénica por VHC (Giannakoulis
et al., 2021).

Ademas, las ROS contribuyen a exacerbar los procesos de senescencia, produciéndose
finalmente una liberacién alterada de moléculas bioactivas, lo que se conoce como el
fenotipo secretor asociado a la senescencia (SASP, del inglés Senescence Associated
Secretory Phenotype) (Di Micco et al., 2021). Este fenotipo engloba una variedad de
citocinas proinflamatorias y proteasas responsables de inflamacion crénica y
remodelacion del tejido (Zhao et al., 2024). Las citoquinas y quimioquinas mas
comunmente asociadas al SASP son capaces de alterar el microambiente celular
acelerando la senescencia de células adyacentes. Las citoquinas mas cominmente
asociadas al SASP son TGF-B, IL-1, IL-6 e IL-8, y quimioquinas como Eotaxina, GRO, IP10
0 MCP1 (Coppé et al., 2010; Gonzélez-Gualda et al., 2021). IL-6 estd particularmente
asociada a procesos crénicos de inflamacién y a la progresion de CHC. Por otro lado, IL-
8 efectida una funcidn de quimioatrayente para neutrdfilos, asi como otras células del
sistema inmune, exacerbando la inflamacién y el dafio hepdtico. Ademas de estas, los
niveles de la quimiocina MCP1 y el receptor CCR2 también se elevan en procesos de
senescencia inducidos por VHC, promoviendo la infiltracién de células mieloides
inmaduras que pueden inhibir la actividad de células NK (del inglés natural killer) y
facilitar la progresion del cancer (Giannakoulis et al., 2021; Vernot, 2020). La
acumulacidon de estas citoquinas favorece el proceso proinflamatorio y, por ende, la
progresién de CHC, por lo que son blanco de estrategias terapéuticas.

1.7. Interferén Lambda 4 (IFNL4)

Los interferones lambda (IFN-A) forman parte de la familia de los interferones de tipo
I, que incluyen varias proteinas codificadas por los genes IFNL1, IFNL2 y IFNL3, con
una similitud de aminodcidos mayor al 95% (Fox, Sheppard, & O'Hara, 2009).
Prokunina-Olsson et al. (2013) identificaron un cuarto gen denominado IFNL4. La
eliminacién espontanea del VHC se ha asociado con polimorfismos en las citoquinas de
tipo IFNL. Una de ellas es la variante rs12979860, un polimorfismo de nucleétido tnico
(SNP, del inglés single nucleotide polymorphism) originalmente ubicado en el gen
IFNL3, y que hoy en dia se conoce que se encuentra en el intrén 1 de IFNL4.
Particularmente, se ha vinculado el genotipo favorable CC con una mayor frecuencia
de eliminacién espontanea del VHC, ademas de la prediccién de la respuesta a los
tratamientos previos de la hepatitis C con peg-IFN y ribavirina. En cambio, se ha
vinculado los genotipos desfavorables CT y TT con un incremento en el desarrollo de
enfermedades vinculadas al VHC (O'Brien et al., 2015).

Otras variantes, como la rs368234815 (antes llamada ss469415590), también han sido
estudiadas en cuanto a la eliminacién del VHC. La variante rs368234815, situada en el
exén 1 de IFNL4, presenta un desequilibrio de ligamiento (DL) con rs12979860.
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Concretamente, se ha observado que el alelo desfavorable IFNL4-DG (variante
rs368234815) mantiene una relacién significativa con el alelo rs12979860-T en
relacion con DL (de Re et al.,, 2021). No obstante, aunque los dos alelos considerados
son desfavorables para la eliminacion espontanea del VHC, hay una mayor asociacion
de la presencia del alelo IFNL-DG con una menor respuesta inmunoldgica al VHC, en
comparacion con el alelo rs12979860-T. Por lo tanto, es probable que los portadores
del alelo IFNL-DG tengan una recuperacion mas tardia en términos de eliminacidn del
VHC. Ademas, se ha observado una menor frecuencia del genotipo rs12979860-CC en
la poblacidn africana en comparacion con la europea y asidtica. Esta observacion
podria coincidir con menores tasas de eliminacion esponténea del VHC en Africa. Asi,
la relevancia de ambas variantes (rs12979860 y rs368234815) en la eliminacidon del
VHC se subraya, particularmente en poblaciones europeas y asiaticas (Fang, Jackson, &
O'Brien, 2020).

mo se ha descrito anteriormente, la produccién de la proteina IFN-A4 se asocia con
Erespuesta inmunoldgica frente a la infeccion por VHC. Si bien el mecanismo de
accién no es conocido en su totalidad, experimentos in vitro con una proteina IFN-A4
recombinante indican que este mecanismo esta ligado con la activacién de la via de
sefializacion JAK-STAT. Esta activacion induce la expresion de ISG en los hepatocitos
infectados. Los ISG juegan un papel crucial en la respuesta antiviral, ya que sus
productos actuan para inhibir la replicacion viral y promover la eliminacién del VHC
(Sungetal., 2017).

1.8. Polimorfismo rs12979860 y respuesta inmune en VIH

El gen IFNL4, con el polimorfismo rs12979860, ha sido poco estudiado en el contexto
de la infeccién por VIH. Dados los hallazgos de estudios anteriores, en los que el
genotipo CC de IFNL4-rs12979860 esta sobrerrepresentado en los controladores del
VIH, es posible que este gemotipo tenga un papel protector en la evolucién de la
enfermedad. Sin embargo, otros estudios no han encontrado ninguna asociacién
evidente entre los genotipos IFNL4-rs12979860 y la adquisicion o evolucién del VIH.
Aunque CC IFNL4-rs12979860 tiene un impacto significativo en la respuesta a las
terapias basadas en interferdn y en la eliminacién de otros virus, su impacto en la
adquisicion y progresidn del VIH es un drea aun en estudio (Machmach et al., 2013).

El polimorfismo rs12979860 ha sido objeto de investigacién en relacién con las
respuestas inmunitarias en personas con VIH (PVIH) que son tratadas con TAR. Este
polimorfismo no parece afectar la adquisicidon del VIH, pero estudios recientes
muestran que el alelo IFNL4-DG de rs368234815 —asociado con rs12979860-T— se
relaciona con una peor respuesta inmunitaria, que se traduce en niveles bajos de
células T CD4+ y mayor prevalencia de las enfermedades definitorias de SIDA. Por otro
lado, se encuentra en estudio cdmo estos polimorfismos pueden afectar a la
normalizacién de la proporcién de células T CD4+ en personas en TAR, marcador de la
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recuperacion inmunitaria. Si bien los IFN-A parecen modificar las respuestas de
linfocitos T, el beneficio que se produciria en los niveles de linfocitos T CD4+ en el
contexto del VIH-1 tratado ha sido poco consistente y es un campo de investigacion

activa (Jogeda et al., 2018).

Es evidente que aun se requieren mas estudios para determinar las implicaciones del
genotipo favorable del polimorfismo rs12979860-IFNL4 en la respuesta inmunologica
de PVIH. Con el objetivo de evaluar las potenciales fortalezas que confiere el genotipo
favorable tras una infeccion por VHC en PVIH, en este trabajo se ha realizado un estudio
de los niveles plasmaticos de marcadores inmunes en individuos coinfectados VIH/VHC
con genotipo CC frente a CT/TT.
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2. Hipétesis y Objetivos
2.1. Hipétesis

La respuesta inmunolégica en PVIH favorece la eliminacidn espontanea del virus de la
hepatitis C en individuos con genotipo CC en comparacién con los genotipos CT/TT,
debido a una modificacion de los niveles de marcadores plasmaticos asociados a la
inflamacidn, senescencia y estrés oxidativo.

2.2. Objetivos
2.2.1. Objetivo Primario

Analizar el impacto del polimorfismo IFNL4-rs12979860 en la respuesta inmune de PVIH
durante la coinfeccidn con el VHC.

2.2.2. Objetivos Secundarios
- Caracterizar la poblacion de estudio mediante un andlisis de las variables clinicas y

epidemiolégicas mas relevantes.

- Identificar los biomarcadores plasmaticos y de estrés oxidativo de mayor relevancia y
su asociacion con el genotipo favorable CC frente al genotipo desfavorable CT/TT en
PVIH.

- Analizar el impacto a nivel inmunolégico del genotipo favorable CC durante
diferentes estados de la infeccion por VHC en PVIH.
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3. Metodologia
3.1. Poblacién de estudio

La poblacién del estudio ha incluido 116 PVIH con diferentes estados de infeccién por
VHC: 36 aclaradores espontaneos, individuos que han eliminado de forma espontanea
el VHC en los primeros 6 meses tras la infeccidn (grupo AE); 45 individuos con infeccidn
crénica activa por VHC sin recibir tratamiento (grupo HCC) y 35 controles VIH (grupo
cVIH). Los individuos incluidos procedian de la cohorte COVIHEP, dentro de la cual se
incluyen cuatro hospitales de Madrid (Espafia): Hospital Universitario 12 de octubre,
Hospital Universitario Infanta Leonor, Hospital Universitario La Paz, y Hospital
Universitario La Princesa.

Se recogieron los datos clinicos y epidemioldgicos de la poblacién en una base de datos
electrénica (RedCap). Los criterios de inclusion y exclusion fueron los siguientes:

Criterios de Inclusién: PVIH que han recibido TAR durante al menos 1 afio, con carga
viral indetectable, recuento de linfocitos T CD4 superior a 500 células/mm?3 durante al
menaos 1 afio, edad mayor o igual a 18 afios.

Criterios de exclusidn: embarazo, fibrosis avanzada, adiccion activa a drogas y alcohol,
dafio hepatico debido al consumo de alcohol, o infeccidn por el virus de la hepatitis B,
infecciones oportunistas u otras enfermedades (neoplasia, enfermedades

cardiovasculares y autoinmunes).
3.2. Muestras Biol dgicas

A partir de muestras de sangre total, se realizo el aislamiento de células mononucleares
de sangre periférica (CMSP) mediante gradiente de densidad, empleando Lymphocyte
Separation Medium (Corning, Manassas, EEUU) en tubos SepMateTM-50 (Stemcell
Technologies, Vancouver, Canada, EEUU). La fraccidon del plasma se obtuvo tras
centrifugacidn a 10.000 x g durante 10 minutos a 4°C.

3.3. Genotipado de IFNL4-rs12979860

El ADN total se extrajo a partir de CMSPs empleando el kit Allprep® DNA/RNA Mini Kit
(Qiagen, Hilden, Germany). El genotipado de rs12979860 se determiné por PCR en
tiempo real con los kits de amplificacion Premix Ex Tag (TAKARA) y TagMan® SNP
Genotyping Assay (ID C_7820464_10, ThermoFisher), en el termociclador 7500 Fast
(Applied Biosystems).
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3.4. Cuantificacion de Biomarcadores

Se evaluaron marcadores de estrés oxidativo tales como: glutatién (GSH), glutation
disulfuro (GSSG), relacién GSH/GSSG, dafio en el ADN, capacidad total de antioxidantes
no enzimaticos (TAC, del inglés Total Antioxidant Capacity), peroxidacion lipidica,
nitratos y contenido de carbonilo en proteinas (PCC, del inglés protein carbonyl
content). Adicionalmente, se midieron 45 marcadores plasmaticos utilizando un Kit de
tecnologia Luminex xMAP para investigar la funcion inmunoldgica (Invitrogen,
ProcartaPlexTM Human Cytokine/Chemokine/Growth Factor Panel 1, 45plex). Todos los
datos se guardaron en una base de datos electrdnica que solo era accesible para los
investigadores. La lista de biomarcadores puede consultarse en Anexos (Anexo 1).

3.5. Analisis Estadistico

Se llevd a cabo un analisis estadistico sobre las variables epidemioldgicas y clinicas, asi
como los niveles de marcadores inmunes en funcidn del genotipo de IFNL4-rs12979860
en la poblacién de estudio, clasificando a la poblacién en genotipo favorable (CC) o
desfavorable (CT/TT). Paraello se empled el software R, bajo la interfaz RStudio (versidn
4.3.2). Los resultados obtenidos se recopilaron en tablas descriptivas en formato Excel,

indicando los valores de cada marcador como mediana y rango intercuartilico.

Primero se separaron y analizaron las variables categéricas mediante un aprueba exacta
de Fisher. Para las variables continuas se revisd primero la normalidad de los datos
mediante un test de Kolmogorov-Smirnov. Los analisis de distribucion de los marcadores
mediante Kolmogorov-Smirnov arrojaron que los mismos no cumplian normalidad.
Debido a esto, se empled el test de Wilcoxon para comparar los niveles de las variables
previamente mencionadas entre los genotipos favorable y desfavorables.

Posteriormente, para evaluar la asociacion entre genotipo IFNL4-rs12979860 y
respuesta inmune, se aplicd un modelo de regresion, concretamente un modelo lineal
generalizado (GLM, del inglés generalized linear model) con distribucién gamma vy
funcidn de enlace logaritmica (log-link). Con este modelo se estimaron los ratios de la
mediana aritmética (AMR, del inglés arithmetic median ratio) y sus intervalos de
confianza del 95% (IC95%). Se construyeron tres modelos: un modelo sin ajustar, un
modelo ajustado por grupo de infeccidn y un tercer modelo mediante un enfoque de
ajuste tipo stepwise, realizado por la variable de grupo de infeccidn.

Para las pruebas estadisticas se establecié un nivel de significancia del 5% (p-valor
<0,05). Se realizd una correccidn de los p-valores por el método Benjamin-Hochberg o
tasa de falsos descubrimientos (FDR, del inglés false discovery rate) (g-valor), para
reducir el riesgo de falsos positivos acumulados al realizar comparaciones multiples. Se
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establecid un nivel de significancia g-valor<0,2, los valores fueron almacenados en
tablas descriptivas. Se realizé un andlisis adicional con GLM estratificando por cada uno

de los tres grupos de infeccion.

Por ultimo, para facilitar la visualizacion de los resultados, los marcadores con valores
significativos para ambos anélisis se representaron en forma de ForestPlot.

El script que recoge el anadlisis estadistico realizado en R puede ser verificado en el
apartado Anexos (SCRIPT ANALISIS ESTADISTICO).
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4. Resultados

4.1. Andlisis de variables clinicas y epidemiolégicas.

Se evaluaron las caracteristicas clinicas y epidemiolégicas de la poblacion de estudio, en

funcién del genotipo de IFNL4 (genotipo favorable CC frente a genotipos desfavorables

CT/TT, Tabla 1).

Tabla 1. Analisis descriptivo de las caracteristicas clinicas y epidemioldgicas de la

poblacidén de estudio.

cC CT/TT p-valor
n 59 57
GRUPO DE INFECCION <0,001
cVIH 18,00 (30.50) 17,00 (29.80)
AE 27,00 (45.80) 9,00 (15,80)
HCC 14,00 (23,70) 31,00 (54 40)
EDAD 52,00 [45.50 - 5500] | 49.00 [44.00 - 53.00] 0,135
SEXO 1000
Mujer 26,00 (44.10) 26,00 (45.60)
Hombre 3300 (55.90) 31,00 (54 40)
IMC 2478 (2194 -2730] | 22.66(21.25-25.74] 0,029
TIPO DE RIESGO 0881
UuDvP 23,00 (44.20) 24,00 (47.10)
UDVP + Sexual 1.00 (1.90) 1,00 (2,00)
Sexual 28,00 (53.80) 25,00 (49.00)
Vertical 0.00 (000) 1,00 (2.00)
ESTADIO CLINICO VIH 0.181
- 9,00 (15.30) 200 (3.50)
A 27,00 (45.80) 29,00 (50.90)
B 800 (13 60) 11,00 (19.30)
C 15,00 (25.40) 15,00 (26.30)
GENOTIPO VHC 0,003
- 45 (76.3) 26 (456)
1 8 (13.6) 20 (35,1)
2 1(1.7) 0(00)
3 1(1.7) 1(18)
4 4(6.8) 10 (175)
TIPO DE TRATAMIENTO 0,190
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Monoterapia 200 (340) 2,00 (3,60)
Biterapia 900 (15.30) 6,00 (10,70)
o 18.00 (30.50) 29,00 (51.80)
P 6,00 (10.20) 400 (7.10)
ITIAN 300 (5.10) 0,00 (000)
ITINAN 2100 (3560) 15,00 (26,80)
Linfocitos T CD8+ 957,00[726,25 - 790,00 [583,00 - 0025
(células/mm?) 1400.50] 989,00] !
. . 759,00 [600,50 - 761,80 [577.00 -
Linfocitos T CD4+ 101150] 1006.00] 0.556
(células/mm?) ’
Ratio CD4/CD$ 0.86 [0,60 - 1,13] 0931[0,73 - 1,16] 0412
- L 204,00[140.25 - 239,00 [147.00 -
3
CD4 nadir (células/mm?*) 280,25] 308,00] 0,339

Nota: las variables continuas se expresan como “mediangs[IQR]” (IQR: rango
intercuartilico) y las categéricas como “valor absoluto %”, IMC: [ndice de masa
corporal, UDVP: usuario de drogas por via parenteral, I: Inhibidores de integrasa,
IP: Inhibidores de proteasa, ITIAN: Inhibidores de Transcriptasa Inversa Analogos
de nucledsido, ITINAN: Inhibidores de la transcriptasa inversa no analogos de
nucledsidos. Los valores estadisticamente significativos se resaltan en negrilla.

La mediana de edad fue similar en ambos grupos (52 afios para el genotipo favorable y
49 afios para el desfavorable), asi como también la distribucidn del sexo entre genotipos
(44,10% vs 45,60% de mujeres con genotipo favorable y desfavorable,
respectivamente). Adicionalmente, se observaron diferencias significativas en el indice
de masa corporal (IMC) con valores superiores para el genotipo CC (24,78 [21,94 - 27,30]
kg/m? vs 22,66 [21,25 - 25,74] kg/m?, p-valor = 0,029) asi como para los valores de
linfocitos T CD8+ (genotipo CC: 957,00 [726,25 - 1400,50] células/mm?; genotipos CT/TT:
790,00 [583,00 - 989,00] células/mm?, p-valor = 0,025).

Los hallazgos indican un reparto desequilibrado de los grupos de infeccion entre los
genotipos analizados. Dentro de los individuos con genotipo CC, el grupo de AE fue
predominante, constituyendo el 45,80%, en comparacién con apenas el 15,80% para el
CT/TT. Por otro lado, en el grupo de HCC, se ohservéd una proporcién superior de
pacientes con el genotipo CT/TT, con un 54,40% en comparacion con el 23,70% del
genotipo CC, lo que indica un perfil genético distinto en este grupo. Finalmente, se
observd un equilibrio en la distribucién del grupo cVIH entre ambos genotipos. Dadas
las notables variaciones en la distribucién de grupos de infeccion (p-valor < 0,001), se
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selecciond esta como variable de ajuste para los estudios de los marcadores del sistema
inmunolégico.

4.2. Comparacion de marcadores inmunes segln genotipo favorable o desfavorable
en la poblacién total

Se evalué el impacto de los genotipos IFNL4-rs12979860 en la respuesta inmune de los
grupos de infeccion. El ajuste por grupo de infeccion fue necesario para controlar la
posible influencia del estado de coinfeccién por VIH en la respuesta inmunoldgica. Los
marcadores que presentaron diferencias significativas (p <0,05, q <0,2) se recogen en la
Tabla 2. Los resultados obtenidos para el resto de marcadores se encuentra en el
apartado de Anexos (Anexo 2).

Tabla 2. Andlisis descriptivo del perfil de marcadores inmunes en la poblacidn total.

CC (n=59) CT/TT (n=57) ¥ aAMR (IC95%) p q

GMCSF 20.45[16.75 -23.98] 1800 [1500-21.50] 0062 LIB(103-1.36) 008 0,108
IL13 18,00 15,00 -23.20] 1601 [1200-19.11] 0025 121(104-141) 003 0,108
ILIB 17.68[12,78 -22,50] 1600[12.76- 1960] 0210 LIO(100-1.40) 0049 0,187
IL2 20,42[16.16 -25.36] 1800 [1444-2150] 0026 LIO(103-1.37) 0024 0130
L4 25.78[21.21 -29.31] 2225[1850-2525] 0011 LI6(103-1.31) 005 0,108
TNF-alfa 19,84 [14.78 - 24.02] 1700[1475-2125] 0,120 121(101-145 06 0,187
IL10 19,14 16,00 -23 48] 1600[1346-19.14] 0011 LIB(105-133) 0007 0094
IL15 22,48[19.25 -27.74] 21.25[1790-2559] 0,147 LIO(101-141) 0036 0177
Eotaxin 121 87 [70,27 - 206,29] 101706678 -15091] 0,143 134(106-1.69 0016 0,108
EGF 34112675 -55.17] 3200[2350-4304] 0121 163(1.16-2300 0007 0094
FGF2 40,67 [35.00 -47,15) 36.56[3234-40,17) 0002 LI4(106-1.23) 0001 0054
HGF 23.50[17.29 -27 48] 2043[1450-2461] 0048 120(104-139) 0012 0108
VEGFA 37.22[28.25-51.11] 2827 [23.19-36.84] 0004 133(109-1.63) 0006 0094

Nota: Los resultados presentados en la tabla resumen los valores de medianas y
los rangos intercuartilicos (IQR) para cada grupo, junto con los resultados
obtenidos mediagie GLM, que incluyen las razones de medianas aritméticas
ajustadas (aAMR) y sus intervalos de confianza al 95% (IC95%), asi como los valores
de p y q corregidos. Se denomind: p® a los p-valores obtenidos en un primer
analisis descriptivo, p® a los p valores después de aplicar el ajuste por el método
de GLM, y por ultimo q fue el valor obtenido por el ajuste Benjamini-Hochberg.
Los valores significativos se resaltan en negrita.
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En un analisis descriptivo inicial se observaron diferencias significativas en el grupo CC
para las citoquinas 1L2, IL4, IL10 e IL13, a comparacién de CT/TT. Como se menciona en
la metodologia del estudio, la asociacién entre genotipo favorable/desfavorable y
niveles de marcadores inmunes se evalué mediante GLM. Ademas, para tener en cuenta
la variabilidad que podria introducir el grupo de infeccion se realizé el ajuste por
stepwise. Tras aplicar un GLM ajustado, las citoquinas IL2, IL4, 1L10, IL13, e IL15
presentaron diferencias estadisticamente significativas, con una mayor expresién en CC
a comparacion de CT/TT. Ademds, tras el ajuste en algunos casos se evidenciaron
diferencias significativas que no se habian presentado en el andlisis descriptivo inicial,
como fue el caso de los niveles de TNF-alfa que fueron significativamente superiores
para genotipo CC, sugiriendo una mayor respuesta inflamatoria en individuos con el
genotipo CC. Aunque GMCSF y IL1B no alcanzaron un p-valor significativo en el analisis
descriptivo inicial, al ajustar por covariables, el GMCSF mostrd un aumento significativo,
al igual que IL1B, lo que sugiere unatendencia hacia niveles mas altos en el genotipo CC.

Por otro lado, los factores de crecimiento que mostraron diferencias significativas entre
los genatipos en el analisis descriptivo inicial fueron FGF2, HGF y VEGFA. Tras aplicar un
GLM ajustado, se confirmaron niveles significativamente superiores en individuos con
genotipo CC para estos tres factores de crecimiento, ademds del marcador EGF. Entre
las mayores diferencias, con p-valor < 0,01, destacan VEGFA, FGF2, y especialmente EGF,
que presento un aumento superior a 1,5 [aAMR=1,63 (1,16 — 2,30), p=0,007, q=0,094],
indicando una mayor expresion en el genotipo CC en comparacién con el CT/TT. Cabe
recalcar que ningin marcador de estrés oxidativo presento diferencias significativas en
esta comparacion los cuales pueden verse en el Anexo 2.

Con el objetivo de facilitar la visualizacidn, se realizé una representacion grafica de los
resultados a modo de forest plot como se representa en la Figura 1. Los valores aAMR
de la mayoria de los biomarcadores se encuentran en un rango entre 1,00 y 1,50,
indicando una asociacion entre el genotipo CC y mayores niveles plasmaticos de ciertos
marcadores inmunes. En particular, el biomarcador EGF destaca con un valor aAMR
superior a 1,50 como se indicé previamente, estableciendo un aumento del 63% en los
niveles, aunque el intervalo de confianza se extiende considerablemente, abarcando
hasta 2,30, lo que indica una mayor incertidumbre en la estimacion del efecto. Aunque
otros biomarcadores, como GMCSF, IL13 e IL10, mostraron valores aAMR por encima de
1,0, no alcanzaron un aumento del 50%.
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Figura 1. Representacion Forest plot de los biomarcadores inmunes plasmaticos,

comparando sus niveles entre genotipo favorable (CC) frente a desfavorable (CT/TT).

Biomarcador
GMCSF
IL13
IL1-beta
L2

IL4
TNF-alfa
IL10

IL15
Eotaxina
EGF
FGF2
HGF
VEGFA

P
0.018

0.013
0.049
0.024
0.015
0.046
0.007
0.036
0.016
0.007
0.001
0.012
0.006

q
0.108

0.108
0.187
0.13
0.108
0.187
0.094
0.177
0.108
0.094
0.054
0.108
0.094
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|
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Nota: Los valores se expresan como aAMR (Cl95%), representando solo

aquellos marcadores estadisticamente significativos.

4.3. Estratificacion por grupos de infeccién de la comparativa de marcadores inmunes

entre genotipo CC vs CT/TT

Con el fin de identificar posibles variaciones entre los grupos de infeccidn se realizé un

analisis estratificado por cada uno de los tres grupos. El grupo HCC fue el tnico de los

tres grupos en mostrar diferencias estadisticamente significativas en los niveles de

varios marcadores inmunes entre los genotipos CCy CT/TT, recogidos en la Tabla 3. Los

valores obtenidos para el resto de marcadores se pueden consultar en el Anexo (Anexo

3,4y5).
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Tabla 3. Analisis descriptivo de marcadores inmunes en el grupo HCC de infeccidn.

CC (n=59) CT/TT (n=57) pe AMR (C195%) pb q
GSSG 13,48 [627 - 24.69] 31.61[15.36 - 41,10] 0025 056(035-092) 0024 0081
Lipidos 51773 [306,02-73566] 85184[49428-989,10] 0054 070(051-098) 0039 0096
GSH/GSSG 202121 -607] 0,90 [0.,68 - 232] 0074  239(1,31-461) 0010 0,049
GMCSF 2242[17.91 - 2900] 19,00 [15,30 - 22.,62] 0071 138(1,08-179) 0015 0062
IL13 1902 [17,00 - 23 20] 1654 [12,00 - 19.74] 0079 132(1,4-169) 0033 0,089
ILIB 2176 [14.55 - 29 44] 1720[12.89 - 1941] 0,128  147(1.12-195 0008 0,043
L2 2600 [19.31 - 2972] 18,00 [15,09 - 21,18] 0005 141(1,13-178) 0005 0043
IL4 28,00 [24,71 - 34 26] 23,63 [18,50 - 25.76] 0,005  134(1,13-161) 0002 0027
IL6 2140119,14 - 32 53] 2025[17,75 - 22.07] 0,141  150(1,14-200) 0007 0043
TNF-alfa 19,34 [18,37 - 27 88] 1700 [14,75 - 20,62] 0034 170(125-234) 0002 0027
IL10 2048 [19.,03 - 26,75] 1600 [13,34 - 18 52] 0007 140(1,14-173) 0003 0032
IL17A 20,59 [17,06 - 41 24] 16,75 13,50 - 23,19] 0066 1,56(1,15-2,15) 0008 0043
.27 22,35[18,26 - 26,18] 14 25[12,50 - 19,78] 0029 140(1,07-184) 0018 0065
IL15 2594 20,41 - 37 88] 2348[19,62 - 26 49] 0,189  147(1,14-181) 0006 0,043
ILIRA 64,34 [4138 - 118.88] 29442231 -4227] 0,006 1.89(1.10-338) 0,030 0,089
IL31 4300 [36,75 - 47 88] 37,00 [31,50 - 40,18] 0038 121(1,02-144) 0039 0,096
IL7 2500 [22,03 - 30 34] 22,75 [18,80 - 25.74] 0071  124(1,03-150) 0032 0,089
Eotaxina  17544[118,92-236,56]  9346[67,16-14508] 0016 184(128-268) 0002 0,027
MCP1 23953 [136,23-359,19]  122,50[72.68-175.19] 0,004 1.85(1.10-323) 0029 0,089
EGF 36,79 [27.96 - 71 03] 30,54 [22,40 - 44 02] 0025 242(150-402) 0001 0027
FGF2 42,63 [36,70 - 51.78] 36,60 [33,54 - 43,12] 0062 1,18(1,04-134) 0016 0062
LIF 2397 [15.65 - 26,67 17 38 [15.25 - 23.56] 0332  145(1,10-192) 0012 0,054

obteni

de significancia estadistica se resaltan en negrita,

Nota: Los resultados presentados en la tabla resumen los valores de medianas y
los rangos intercuartilicos (IQR) para cada grupo, junto con los resultados
s mediante GLM, que incluyen las razones de medianas aritméticas
(AMR) y sus intervalos de confianza al 95% (IC95%), asi como los valoresde py q
corregidos, Se denomind: p? a los p-valores obtenidos en un primer analisis
descriptivo; p®, a los p valores después de aplicar el método de GLM, y por Gltimo
q fue el valor obtenido por el ajuste Benjamini-Hochberg, Los valores con el nivel
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Los valores obtenidos en el primer analisis descriptivo destacan diferencias significativas
para las citoquinas L2, I1L4, TNF-alfa, I1L10, IL27, IL1RA, IL31 y MCP1. Posterior al ajuste
por GLM en el grupo de citoquinas se evidencid un incremento considerable de
citoquinas clasificadas como pro-inflamatorias (GMCSF, IL1B, IL2, IL6, TNF-alfa e IL17A),
anti-inflamatorias (IL10 e IL1RA), y de tipo reguladoras o quimiocinas (IL13, 1L4, IL27,
IL15, IL31, IL7, Eotaxina y MCP1). El aumento de citoquinas y quimiocinas en el grupo
HCC puede indicar un perfil inflamatorio vinculado a una respuesta inmune mas activa

en individuos con genotipo CC.

En los factores de crecimiento tras el analisis descriptivo inicial destaca solamente EGF.
Sin embargo, tras el ajuste para los factores de crecimiento en el grupo CC, se
evidenciaron niveles significativamente elevados de los marcadores EGF, FGF2 y LIF.
Tanto EGF como FGF2 también fueron significativamente elevados tras el ajuste en el
analisis de la poblacién global, a diferencia de LIF que se mantuvo solo en el grupo HCC.

Por ultimo, a diferencia del andlisis previo de la poblacién global, en este caso se obtuvo
una diferencia significativa de GSSG como marcador de estrés oxidativo. Posterior al
ajuste por GLM entre los genotipos CC y CT/TT para el grupo de infeccion HCC, se
revelaron diferencias significativas en GSSG y peroxidacion lipidica que mostraron una
reduccién significativa en el grupo CC a comparaciéon con CT/TT, mientras que GSH/GSSG
presentd un aumento significativo. Estos resultados pueden considerar al grupo CC con

una ventaja fisiolégica contra dafios oxidativos mediante una proteccion celular.

Al igual que el andlisis previo se realizd un forest plot de los marcadores mas

significativos (Figura 2).
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Figura 2, Representacidon Forest plot de los biomarcadores inmunes plasmaticos en el

grupo CCH solamente, comparando sus niveles entre genotipo favorable (CC) frente a
desfavorable (CT/TT).
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Nota: Los valores se expresan como AMR (CI95%), representando solo
aquellos marcadores estadisticamente significativos.
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5. Discusion

Este estudio muestra que el genotipo CC esta vinculado con una mayor probabilidad
(45,80%) de aclarar el VHC de forma espontanea en comparacion con los genotipos
CT/TT, corroborando lo sefialado en investigaciones previas (O'Brien et al., 2015).
Adicionalmente, los niveles de células T CD8+ del genotipo CC fueron superiores en
comparacion con los genotipos CT/TT. Esta observacién coincide con la literatura,
donde se indica que una respuesta apropiada de células T CD8+ dirigida frente al virus
es uno de los factores clave para que se produzca un proceso de eliminacion
espontanea (Abdel-Hakeem & Shoukry, 2014). Adicionalmente, se ha demostrado que
una reduccién de los linfocitos T CD8+ promueve el deterioro de la respuesta
inmunoldgica especifica contra el VHC (Grakoui et al., 2003).

A nivel de estrés oxidativo, los resultados de varios marcadores indican diferencias
significativas entre genotipo CC y , uno de ellos son los niveles de GSSG que
fueron mas bajos en el grupo HCC con genotipo CC en comparaciéon con CT/TT. La
disminucién de estrés oxidativo también se observd en una disminucidon de lipidos y
un aumento de GSH/GSSG, indicativo de un mayor estrés oxidativo en los individuos
con genotipo desfavorable. Adicionalmente, se ha evidenciado que niveles altos de
GSSG aumentaban el dafio hepatico en pacientes coinfectados por VIH/VHC (Huang et
al., 2016). Nuestros resultados indican unos niveles mas bajos de estrés oxidativo en
genotipo CC entre PVIH con infeccion crénica por VHC, que podrian conferir cierta

proteccidn contra el dafio hepatico.

Dentro de los procesos de estrés oxidativo se incluye el estrés del reticulo
endoplasmatico (RE), un desbalance entre las chaperonas y la carga de proteinas a
plegarse que afectan directamente al sistema de degradacién del reticulo. La
acumulacion intracelular de IFN-A4 a nivel de los hepatocitos se asocia a su vez con un
aumento del estrés oxidativo del RE, favoreciendo la apoptosis celular y alterando la
proliferacion celular. El estrés inducido por IFN-A4 llega a afectar tanto la respuesta
antiviral como el desarrollo de la cirrosis hepatica y, a su vez, el CHC. Estos hallazgos
sugieren que el estrés del RE, mediado por la acumulacién de IFN-A4, desempefia un
papel dual en la infecciéon por VHC, actuando como un mecanismo de defensa celular
mientras se relaciona con la progresion de la enfermedad (Garcia-Broncano et al,,
2018).

Los resultados obtenidos en este estudio muestran una disminucién de marcadores
asociados a estrés oxidativo en el grupo HCC con el genotipo CC. Considerando que el
genotipo CC se relaciona con una disminucidn en la produccidon de IFN-A4, nuestros
resultados concuerdan con el anterior estudio, ya que los individuos con genotipo CC
evitarian su acumulacién intracelular y a su vez favorecerian que no se presente un

aumento del estrés oxidativo.
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En relacion con el perfil de citoquinas, tanto en el analisis que abarcaba a toda nuestra
cohorte como en el estratificado por el grupo HCC, se evidencié que los marcadores
IL2 y TNF-alfa tienen mayores niveles de expresidn en el genotipo CC en comparacion
con CT/TT, lo que sugiere una respuesta inmune mds potente ante la infeccion. Estos
resultados concuerdan con una investigacion que sefiala que los niveles de IL2, TNF-
alfa e IL17A se ven modificados por la cirrosis hepatica en pacientes con coinfeccion
por VIH/VHC (Onabajo et al., 2021). En este estudio, se muestra que las personas con
cirrosis avanzada presentan una reduccion de estas citoquinas proinflamatorias, lo que
se vincula con la evolucién de la enfermedad. Los valores de IL17A solo se vieron
aumentados en el genotipo CC en individuos con HCC, lo que puede interpretarse
como una respuesta contra la infeccidn crdnica y una posible asociacién del perfil

protector CC contra el desarrollo de cirrosis.

Los valores obtenidos en este estudio para IL13 e IL4 se mantuvieron superiores en el
genotipo CC tanto para el analisis global de todos los grupos de infecciéon como para
HCC. Al comparar estos resultados con Lﬁ estudio que analizé la produccién de
citoquinas proinflamatorias y pro-fibréticas en pacientes coinfectados por VIH/VHC, se
encontrd que IL13 e IL4 estan implicados en el desarrollo de fibrosis en la coinfeccidn,
lo que podria llegar a favorecer el desarrollo de la enfermedad hepatica (Chernoff et
al., 1995). Nuestros resultados mostraron que el grupo CC presenta un aumento de
estos marcadores, especialmente en el grupo HCC, lo que indicaria un equilibrio de
citoquinas asociadas al control de la infeccién en pacientes con coinfeccién crdnica
VIH/VHC que portan el genotipo CC.

IL10 también se vio aumentada en CC tanto a nivel global como en el grupo HCC. IL10
es descrita como una citoquina que actla en la regulacion de la inflamacion. En otros
estudios, se considera que esta presenta un factor protector en la coinfeccidn
VIH/VHC, donde se ha evidenciado que tras la administracion de IL10 se observa una
inhibicién de citoquinas proinflamatorias (Amoras et al, 2020). Esta actividad
antiinflamatoria puede relacionarse con su aumento en la poblacién HCC como un
intento de controlar el proceso inflamatorio y limitar el dafio hepatico asociado a casos
cronicos. También existen reportes que indican que la elevacion de IL10 puede
favorecer el desarrollo de la enfermedad, contribuyendo al desarrollo de fibrosis
hepatica en pacientes crénicos (Hernandez-Santillan et al., 2022). Esto indica que no
hay evidencia suficiente sobre el papel que juega la expresion de IL10 dentro del
desarrollo de la coinfecciéon por VIH/VHC, y se requieren mas estudios al respecto.

Tras la estratificacién por grupos de infeccidn, se observé un aumento significativo en
los niveles de citoquina IL6 en el grupo HCC, concretamente un aumento del 50% en
CC en comparacion con CT/TT, lo que refleja que el genotipo CC también presenta un
aumento de citoquinas asociadas a senescencia celular en individuos con infeccién
cronica. Los hallazgos para IL6, vinculada al SASP, subrayan su funcién en la
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inflamacidn del grupo HCC a pesar de portar el genotipo favorable de rs12979860, lo
que indica una inflamacién crénica. Ademas, la coinfeccion por VIH parece aumentar la
inflamacion, lo que correlaciona con la idea de que IL6 parece estar asociada con una
respuesta inmunoldgica disfuncional y el avance crénico de la infeccidon por VHC (Salter
et al., 2013).

La eliminacidn de VHC por terapias AADs esta asociada con una disminucion de la
gravedad de la infeccién a lo largo del tratamiento, asociacién que también se ha visto
en pacientes coinfectados por VIH/VHC. En los resultados de este estudio, los niveles
de IL6 e IL8 se mantuvieron consistentemente mayores en el genotipo CC en el grupo
HCC, pero no en la poblacidn global (Medrano et al., 2021). Ademas de esto, el estudio
indica que la reduccion de estos marcadores tras el tratamiento con AADs puede
relacionarse con una mejoria de los procesos fibréticos. La correlacién entre estos
indicadores y el SASP podria implicar un incremento en el riesgo de desarrollar cirrosis
hepatica y sus comorbilidades relacionadas en el grupo HCC con genotipo CC.

En relacion con los niveles plasmaticos de factores de crecimiento, HGF experimentod
un incremento notable a nivel global en el genotipo CC. No obstante, no se detectd
ninguna relacion estadisticamente significativa entre HCC y este biomarcador. HGF
favorece la regeneracion hepatica, pero también se ha relacionado con el avance de la
fibrosis. Pese a que algunos estudios sugieren que este factor podria tener un papel
protector contra la fibrosis hepatica en la infeccién por VHC, en otros se indica que
HGF se relaciona mas con una regeneracion celular tras el dafio hepatico (Marquez-
Coello et al., 2021). La elevacién de IL13 e IL4 en el grupo HCC, asi como la ausencia de
un aumento considerable de HGF, indicarian que, en estos pacientes de estado
crénico, el papel de HGF podria ser insuficiente para revertir el dafio fibrético.

Por otro lado, el factor de crecimiento VEGFA se mantuvo significativamente mas
elevado para el genotipo CC que para CT/TT a nivel global. Este marcador esta asociado
a una progresion tumoral en el contexto de una monoinfeccién por VHC (Wu et al.,
2015). Por lo tanto, el aumento de sus niveles plasmaticos contrastaria parcialmente
con la hipotesis planteada en este estudio, es decir, el genotipo CC no tendria un papel

vorable respecto a este marcador. Sorprendentemente, este aumento no se observé
entre los portadores de genotipo CC en el grupo HCC.

Los valores de EGF y FGF-2 se vieron elevados en genotipo CC tanto a nivel global como
dentro del grupo HCC, especialmente los niveles de EGF, con un aumento de mas del
doble en individuos HCC. Esto se podria asociar con un perfil protector o de mejor
prondstico en pacientes coinfectados por VIH/VHC con genotipo CC, dado que, segln
la literatura, se ha evidenciado que el EGF muestra una correlacién inversa con el APRI
(indice utilizado para evaluar fibrosis hepatica), lo que indica que niveles mas altos de
EGF estan asociados con una menor fibrosis o dafio hepatico (Keating et al., 2017)
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A excepcion de los factores de crecimiento HGF y VEGFA, todos los biomarcadores
elevados significativamente en el andlisis global para el genotipo CC lo estaban también
en PVIH con infeccidn crénica por VHC, mientras que no en los grupos AE y cVIH. Esto
sefiala que las variaciones detectadas en nuestra cohorte estan claramente
determinadas por la condicion de infeccidn de las personas. Dada la escasa persistencia
de los marcadores en el plasma tras la eliminacién de la infeccidon, es esperable que las
diferencias mas significativas solo se registren en el grupo con infeccidn activa. Nuestros
hallazgos indican que el genotipo CC podria contribuir a mejorar la homeostasis de los
marcadores plasmaticos pro-y anti-inflamatorios en el marco de la coinfeccién VHI/VHC.
Durante la investigacion, se registré un incremento notable de diversos marcadores,
algunos vinculados a procesos pro-fibréticos y otros con funciones de proteccidn frente
al avance de la enfermedad hepatica. Por ejemplo, un aumento de IL13 e IL4, vinculados
al desarrollo de fibrosis en la poblacidn infectada por VIH/VHC, en el grupo HCC con
genotipo CC. No obstante, la elevacién de EGF y FGF2 en PVIH con infeccién crénica por
VHC y genotipo CC, principalmente EGF, sugiere una actividad protectora contra el
desarrollo de fibrosis. Por ende, estos resultados sugieren que en individuos con
genotipo CC podria presentarse una dindmica de marcadores favorables y desfavorables
que intenten modular la progresién de la fibrosis durante la infeccién crénica por VHC.

En cuanto a las limitaciones del estudio, una de las principales se basd en la distribucion
desigual de pacientes en los grupos AE y HCC, una caracteristica inevitable considerando
que el genotipo CC se vincula a una mayor capacidad de aclaramiento del VHC. Ademjs,
el hecho de que solo el grupo HCC presentaba una infeccion activa por VHC no
controlada en el momento del estudio, ha podido influir en la deteccién de diferencias
significativas a nivel plasmatico en el resto de los grupos. Esta heterogeneidad en la
poblacidén de estudio limita la generalizacion de los resultados, pero destaca el potencial
papel protector del genotipo CC en PVIH que cronifican la infeccién por VHC.

Este estudio destaca que existe un equilibrio entre los marcadores plasmaticos
inmunoldgicos, tanto inflamatorios como de estrés oxidativo, en PVIH con genotipo CC
e infeccidn crénica por VHC. Dada la complejidad de las interacciones entre dichos
marcadores, estos resultados abren la puerta a un analisis mas exhaustivo de los
marcadores destacados en este estudio, asi como del perfil inmune celular de las PVIH
coinfectadas con VHC, para poder determinar la implicacién del genotipo favorable a
largo plazo en aquellos pacientes que no consiguen eliminar el VHC. Un conocimiento
del perfil inmune plasmatico y celular asociado con el perfil genético de los pacientes,
en este caso el polimorfismo rs12979860-1FNL4, puede ser fundamental en el pronto
manejo de la infeccién por VHC en pacientes coinfectados.
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6. Concusiones

1. El genotipo CC se asocia con una mayor probabilidad de eliminacidn espontanea del
VHC.

2. Las PVIH con infeccidn crénica por VHC y genotipo CC presentan una disminucidn en
sus niveles de estrés oxidativo, asociado con una proteccién contra el dafio hepatico.

3. La presencia de marcadores con efectos tanto proinflamatorios como
antiinflamatorios en el genotipo CC, especialmente remarcables en PVIH con infeccién
crénica por VHC, indica que puede haber un equilibrio dinamico en la respuesta inmune.
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8. Anexos

Todos los Anexos de este estudio pueden ser verificados en:
https://drive,google,com/drive/folders/1Xif5IbXIP8xkPKzoab4h M8BwFDsRdY23?usp=s
haring
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9. Declaracion obligatoria del uso de herramientas de IA

El autor del presente documento declara el uso de la herramienta ChatGPT en el
desarrollo y redacciéon del mismo, La utilidad de la herramienta en cuestion se puede
clasificar con un nivel de uso medio, la funcion de la herramienta fue: Traductor de
documentos, revision de sintaxis en cédigo de R y revision del formato de referencia
empleado, La edicidon del contenido seglin fuera necesario por el autor y la
responsabilidad del contenido se asume por el mismo en la entrega de esta memoria.

OpenAl. (2024). ChatGPT (versidon 3.5) [Modelo de lenguaje de inteligencia artificial].
https://openai.com/chatgpt
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