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1. Abreviaturas

Abreviaturas

3TC/DTG: lamivudina/dolutegravir

APOB: apolipoproteina B

CAP: parametro de atenuacion controlada

CHC: carcinoma hepatocelular

CP: componentes principales

DMT2: diabetes mellitus tipo 2

EFV: efavirenz

EH: esteatosis hepatica

EHG: enfermedad hepatica grasa

EHGNA: enfermedad hepatica grasa no alcohdlica
EHNA: esteatohepatitis no alcohdlica

FDR: tasa de descubrimientos falsos

GO: Gene Ontology

GWAS: estudio de asociacién de genoma completo
HDL: lipoproteina de alta densidad

HSH: hombres que tienen sexo con hombres

IBS: identidad por estado

IC: intervalo de confianza

IMC: indice de masa corporal

INSTI: inhibidores de la integrasa

IP: inhibidores de la proteasa

ITIAN: inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de nucleds(t)idos

ITINAN: inhibidores de la transcriptasa inversa no analogos de nucleds(t)idos

LD: desequilibrio de unidn

LDL: lipoproteina de baja densidad

LDL: lipoproteina de baja densidad

MAF: frecuencia alélica menor

MAFLD: enfermedad hepatica grasa metabdlica

OMS: organizacion mundial de la salud
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OR: odds ratio

ORA: odds ratio ajustada

PVIH: personas que viven con el VIH

RAL: raltegravir

RH: rigidez hepatica

RM: resonancia magnética

RVS: respuesta viral sostenida

SM: sindrome metabdlico

SNP: polimorfismo de nucledtido simple
TAF: tenofovir alafenamida

TAR: terapia antirretroviral

TAF/FTC/BIC: tenofovir alafenamida/emtricitabina/bictarvy
TDF: tenofovir disopropil fumarato

UDVP: usuarios de drogas por via parenteral
VHC: virus de la hepatitis C

VIH: virus de la inmunodeficiencia humana

VLDL: lipoproteinas de muy baja densidad

Abreviaturas
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2. Resumen

La enfermedad hepatica grasa (EHG), y en concreto la enfermedad hepdtica no
alcohdlica (EHGNA), constituye la causa principal de enfermedad hepatica crénica en el
mundo estimandose su frecuencia en la poblacidon general caucdsica en un 25%. La
EHG abarca desde la simple presencia de grasa en el higado, sin ninguna complicacién
adicional, hasta fases mas avanzadas como la esteatohepatitis (EH) o el carcinoma
hepatocelular (CHC), que suponen un grave problema de salud. Los factores
metabdlicos, sobre todo la obesidad, son los que mas condicionan el desarrollo de la
EHG. Ademads, se ha demostrado que tiene una alta heredabilidad, identificandose
variantes génicas, como la del gen PNPLA3, que aumentan la susceptibilidad a

padecerla.

La EHG es muy frecuente en las personas que viven con el VIH (PVIH) (40%-70%). La
razon por la que esto ocurre no esta aclarada, aunque tampoco se han realizado
estudios comparando las frecuencias de la enfermedad en individuos infectados y no
infectados por el VIH de una misma poblacion. Diferentes estudios han demostrado
que la obesidad también es el principal factor asociado al desarrollo de la EHG en esta
poblacién. Para explicar la aparente mayor frecuencia de la EHG en estos individuos se
ha hipotetizado que la propia infeccidn por el VIH podria estar implicada en esta mayor
susceptibilidad. Sin embargo, esto no se ha demostrado. Ademas, los factores
genéticos de susceptibilidad identificados en la poblacién general no parecen tener
efecto en las PVIH, lo que sugiere que deben existir otros condicionantes genéticos
especificos de la poblacion de infectados para una enfermedad con tan alta
heredabilidad. Su identificacidon podria ayudar a clasificar a estos individuos segun su
riesgo y establecer las bases para el disefio de estrategias terapéuticas aplicables

especificamente a esta poblacion.

Por tanto, los objetivos de esta tesis fueron, por un lado, analizar si la infeccién por el
VIH era un factor independiente de desarrollo de la EHG, y por otro, analizar si existen
condicionantes genéticos especificos de susceptibilidad a la EHG en la poblacién de

PVIH.
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El primer objetivo se analiz6 en una poblacion de 574 infectados por el virus de la
hepatitis C (VHC) de los que el 43% estaban coinfectados por el VIH. No hubo
diferencias en la frecuencia de la EHG entre infectados y no infectados por el VIH. No
se identificd la infeccién por el VIH como un factor de riesgo independiente para
desarrollar la EHG. No obstante, en el analisis multivariante, el indice de masa corporal
(IMC), la edad y la infeccidon con el genotipo 3 del VHC se asociaron de forma
independiente con la presencia de EH. Para el segundo objetivo se llevé a cabo un
estudio de asociacion de genoma completo (GWAS) en 474 individuos infectados por el
VIH de los que el 39% presentaban la EHG. No se identificé ningin polimorfismo, gen o
ruta molecular asociada de forma estadisticamente significativa a la EHG. A pesar de
ello se identificaron sefiales sugestivas de estar asociadas que necesitan de una

validacidn externa.

Por todo lo anterior concluimos, primero, que la infeccion por el VIH per se no
condiciona el desarrollo de la EHG. La supuesta mayor prevalencia de la EHG en esta
poblacidn puede ser debida a una infravaloracidén de la frecuencia de la enfermedad en
la poblacién general, por lo que se hace necesario estudios de prevalencia de esta
enfermedad en nuestra poblacidn general. También concluimos, en segundo lugar, que
los factores genéticos no parecen jugar un papel importante en el la susceptibilidad a
la EHG en las PVIH. Sin embargo, hemos identificado sefiales especificas de bajo efecto
para esta poblacion que deben ser validadas. De confirmarse, estos resultados podrian

esclarecer la etiologia molecular de la EHG en personas infectadas por el VIH.
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3. Introduccion

2.1 Definicién de enfermedad hepatica grasa.

La enfermedad hepdtica grasa (EHG) y, en concreto, la desarrollada en ausencia de

consumo de alcohol (EHGNA), se ha convertido en una de las causas mas comunes de

enfermedad hepatica crénica en el mundo. El sedentarismo y la abundante ingesta de

comida rdpida, rica en grasas y carbohidratos refinados, ha dado lugar a una epidemia

de obesidad generalizada que lleva aparejada multiples problemas de salud a nivel
1 sy .

global® entre los que se encuentran enfermedades hepaticas, cardiovasculares y

renales.

La EHGNA se define como el exceso de grasa acumulada en mas del 5-10% de los
hepatocitos, excluyendo la acumulacion secundaria de grasa en el higado debida a un
exceso de consumo de alcohol (mas de 20 g/dia en mujeres o mas de 30 g/dia en

hombresz), a la exposicién a fdrmacos o a determinados desordenes genéticosz’a.

El espectro clinico de enfermedades hepaticas asociadas a la EHGNA abarca desde la
simple acumulacion de grasa en el higado (esteatosis hepdtica), normalmente
asintomatica y no progresiva, pasando por la esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA) o
forma progresiva de la EHGNA, marcada por el dafio hepdtico (balonizacién), la
inflamacidn y la fibrosis, pudiendo conducir al desarrollo de fibrosis hepatica avanzada,

cirrosis y carcinoma hepatocelular (CHC)"*°.

El término EHGNA para definir esta enfermedad se sigue utilizando como terminologia
preferente. Sin embargo, existen debates en torno a la denominacién conforme
avanza el conocimiento de la enfermedad y los métodos de diagndstico de la misma.
En este sentido, se ha sugerido una nomenclatura que refleja mejor la patogénesis de
la enfermedad: disfuncion metabdlica asociada a enfermedad hepdtica grasa (MAFLD
en inglés)7’8. No obstante lo anterior, y debido a la falta de criterio universal en cuanto
a la idoneidad de la definicion de MAFLD, en esta tesis se usara el término EHGNA ya
gue, ademas, es el término usado en la mayoria de los estudios cientificos consultados

en este trabajo.

2.2. Historia natural y progresion de la enfermedad hepatica grasa.
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La apariciéon de la esteatosis hepatica (EH) puede progresar a EHNA, caracterizada
histolégicamente por la balonizacidn e inflamacién hepatocelular, asi como la posterior
aparicién de la fibrosis®, pudiendo desencadenar ésta la progresion hacia estadios mas
avanzados dando como resultado la aparicion de CHC. La progresidn de la fibrosis es
significativamente mas rdpida cuando aparece el componente inflamatorio de Ia
EHNA, donde aproximadamente el 20% de los individuos se consideran “progresores

rapidos” pasando de una etapa a otra en menos de 7 afios'®.

En términos de porcentajes, un estudio llevado a cabo en Estados Unidos determiné
que el 25% de la poblacién adulta desarrolla EH, entre un 5-6% progresan a EHNA y un

1-2% desarrollan cirrosis y CHC'* (figura 1).

Figura 1. Historia natural de la EGHNA (adaptada de Diehl MA et al., 2017™).

Prevalencia en los

Estados Unidos: 25% de los adultos 5-6% de los adultos 1-2% de los adultos
25%
Cirrosis CHC
0
25% :: 2%

DMT2, Grasa mas lesion, Grasa mas lesion, Grasa mas lesion,

dieta occiddental inflamacioén y cicatrices inflamacién y cicatrices inflamacién, cicatrices y
Y otros factores mutacién

No EHGNA,
75%

Abreviaturas: EHGNA: enfermedad hepdtica grasa no alcohdlica; EHNA: esteatohepatitis; CHC:

carcinoma hepatocelular.

La EH no es considerada un problema de salud grave. Sin embargo, su evolucion a la
EHNA, fibrosis, cirrosis y/o CHC, aunque es un proceso lento, supone un problema
serio de salud*®. De hecho, Angulo et al., en 2015, establecieron que es el grado de
fibrosis hepatica, y no la EH, lo que esta directamente asociado con la mortalidad
global en pacientes con EHGNA™. De esta forma, la mortalidad global fue 3 veces
mayor en pacientes con un grado de fibrosis F3-F4 (segun la escala METAVIR vy la

14,15

clasificacién de Scheuer ™) que en aquellos sin fibrosis avanzada. Esto se comprobd

también para el riesgo de desarrollar CHC. Asi, pacientes con EHGNA con un grado de
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fibrosis F3-F4 presentaban casi 7 veces mas riesgo de este tipo de cancer que aquellos
sin fibrosis avanzada '°. No obstante, existe una proporcién de pacientes con EHGNA y
sin fibrosis avanzada que estan en riesgo de desarrollar CHC debido a alteraciones del
metabolismo de los lipidos relacionados con el sindrome metabdlico®. Por ello, tanto la
EHGNA en sus primeras fases asi como la EHNA estan postulandose como las

principales causas de trasplante hepatico en Estados Unidos®.

A pesar de ello, y puesto que los individuos con EH estan en riesgo de desarrollar fases
mas agresivas de la enfermedad, es importante identificar aquellos factores
involucrados en la aparicién de la EH con el objetivo de, primero, clasificar a los
individuos segun su riesgo y, segundo, profundizar en el conocimiento de esta

patologia y encontrar posibles vias de tratamiento.

También es importante tener en cuenta que la EGHNA esta asociada a manifestaciones
extra-hepadticas que pueden aumentar el riesgo de progresién de esta enfermedad y
no siempre hacia desenlaces hepaticos. En este sentido, en la mayoria de los
pacientes, la EHGNA se asocia con resistencia a la insulina, hipertensidn, dislipemia y
sobrepeso u obesidad. Todos ellos son factores de riesgo de enfermedad
cardiovascular'’. De hecho, entre los pacientes con EHGNA, la enfermedad
cardiovascular es la causa mas comun de muerte®, junto con una alta prevalencia de

desarrollo de enfermedad renal crénica®®.

Aunque la historia natural de la EHGNA en el contexto de la infeccién por el VIH no se
conoce bien, existen datos de un estudio que, aunque limitado en ndmero de
pacientes, apunta a que estos individuos presentan un curso mds acelerado que el
observado en la poblacién general®™. En relacién con las PVIH, Macias et al., en un
estudio llevado a cabo en 2012 con pacientes coinfectados por el VIH y el VHC,
observaron desarrollo de EH en un 40% de los mismos, de los que un 23%
evolucionaron a EH severa®’, entendida ésta, segun el criterio de Brunt?!, como la EH
en la que mas del 66% de los hepatocitos presentan exceso de grasa acumulada. Por
otra parte, el 18% del total de pacientes desarrollaron EHNA, cuya persistencia se
relaciond con la progresion de la fibrosis. Es por todo esto que, tras la virtual

erradicacion de la infeccién por el VHC con la llegada de los nuevos antivirales de
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accioén directa frente a este virus, el nuevo reto para la mejora de la salud de las PVIH

serd la identificacidn, caracterizacidn y tratamiento de la EHGNA.
2.3. Prevalencia de enfermedad hepatica grasa.

2.3.1 Poblacion general.

Aunque la EHGNA varia entre zonas geograficas, la prevalencia a nivel global esta
creciendo, estimandose entorno al 25% en la poblacién general, mientras que en el
caso de la EHNA se encuentra entre el 3 y el 5%, aumentando ambas a la par que lo
hace la obesidad y el sedentarismo™. De esta forma el 51% de los pacientes con
EHGNA son obesos, el 23% presentan diabetes mellitus tipo 2 (DMT2), el 69%
hiperlipidemia, el 39% son hipertensos y el 42% han desarrollado sindrome
metabdlico™®. En este sentido, las zonas geograficas con un mayor desarrollo
econdmico, caracterizadas por un estilo de vida sedentario y con sobre-nutricidn,
acumulan mas prevalencia de la EHGNA que las zonas con menos desarrollo

econdmico o mds rurales®.

En el meta-andlisis llevado a cabo por Younossi et al. en 2016, se observaron
diferencias en la prevalencia de la EHGNA por regiones geograficas™®, tal y como
muestra la figura 2. Asi, Sudamérica y Oriente Medio fueron las regiones con mayor
prevalencia, mientras que en Africa se observé la menor prevalencia. Europa presentd
una prevalencia similar a la de Estados Unidos, 24%, con una frecuencia ascendente de

sur a norte de Europa.

Figura 2. Prevalencia mundial de la EHGNA por zonas geograficas (adaptada de Younossi et al.,

2016").
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2.3.2 Personas que viven con el VIH.

En las PVIH la prevalencia de la EHGNA se ha estimado entorno al 35-48% 2

utilizando técnicas de imagen como la tomografia computerizada, la resonancia
magnética nuclear o la elastometria de transicion hepdtica con parametro de
atenuacién controlada (CAP) como métodos diagndsticos. Estudios realizados con
biopsia hepatica, considerado el método de referencia para el diagndstico de la
EHGNA, sittan la prevalencia entorno al 60-70%> . No obstante, en un meta-analisis
llevado a cabo por Machado MV et al. en 2010, donde se incluyeron estudios en los
que el diagndstico de la EH se realizd6 mediante biopsia hepatica, las tasas de
prevalencia de la EHGNA van desde el 23% al 72% en pacientes coinfectados por el VIH
y el VHC?. Este amplio rango de prevalencia observado puede ser debido a la

heterogeneidad de las poblaciones de estudio.

En cualquier caso, estas tasas de prevalencia parecen ser significativamente mayores a
las observadas para la poblacidn general y se acercan a la tasa de prevalencia de la
EHGNA observada en individuos con obesidad y/o DMT2%. No obstante, es muy
importante sefalar que hay una manifiesta escasez de estudios de base poblacional
amplia que comparen cifras de prevalencia entre individuos infectados y no infectados
por el VIH procedentes de la misma area y analizados con una metodologia uniforme.
En el estudio méas amplio que ha abordado este tema?®, se incluyeron 254 individuos

infectados por el VIH y 465 no infectados, todos ellos de la “Multicenter AIDS cohort
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Study” compuesta por hombres que tienen sexo con hombres (HSH), reportandose
una prevalencia de la EHGNA del 13% y del 19% respectivamente. Sin embargo, el
hecho de que en este trabajo se incluyera una proporcién importante de individuos de
raza negra, los cuales son menos susceptibles de sufrir esta enfermedad, y de que
todos fueran HSH, limita la extrapolacién de los resultados. Por otra parte, dos

estudios mas recientes'®*°

reportaron una mayor frecuencia de la EHGNA en
individuos infectados por el VIH que en la poblacién general. Sin embargo, la mayor

limitacion de estos estudio fue el reducido numero de individuos incluidos.

Por tanto, aunque se acepta una mayor prevalencia de la EHGNA entre las PVIH que
entre la poblacién general, es necesario llevar a cabo estudios de base poblacional
amplia que lo confirmen y que identifiquen la infeccién por el VIH como un factor de

riesgo independiente de susceptibilidad a sufrir la enfermedad.

2.4. Factores de riesgo.

Las variaciones geograficas observadas en la prevalencia de la EHGNA estan
intimamente relacionadas con complejas interacciones entre los diferentes factores de
riesgo asociados a la misma. Aunque los principales factores de riesgo asociados a la
aparicion de la EHGNA son los factores metabdlicos, otros determinantes, como
factores ambientales y genéticos, juegan también un papel importante en el desarrollo

y progresion de la enfermedad.

2.4.1. Factores metabdlicos.

En relacidon a los factores metabdlicos, la obesidad y la DMT2 son los principales
factores asociados al desarrollo y progresion de la EHGNA®. Sin embargo, otros
componentes del sindrome metabdlico (SM) como la dislipemia o la hipertensidn
también se incluyen dentro de los factores metabdlicos implicados en el aumento del
riesgo en la aparicion de la EHGNA. En este sentido, la prevalencia de la EHGNA
aumenta hasta el 80-90% entre las personas obesas y hasta el 69% en aquellas con

DMT2.

El sobrepeso, considerado como un indice de masa corporal (IMC) superior a 25 kg/m?
segun la oMS (http://www.euro.who.int/en/health-topics/disease-

prevention/nutrition/a-healthy-lifestyle/body-mass-index-bmi) es el Unico factor

10
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metabdlico asociado de forma inequivoca a la EHGNA confirmandose tanto en

poblacién general', como en la poblacién infectada por el VIH?*2%32,

En relacion a la DMT2, ésta estd considerada como un factor determinante en la
progresion de la EHGNA a la EHNA, favoreciendo la aparicion de la fibrosis hepatica y el
CHC. Del mismo modo, la resistencia a la insulina, como base etioldgica de la DMT2,
estd asociada a la EHGNA considerandose como un factor importante de riesgo en la

aparicion de la misma®.

Finalmente, el SM, fundamentalmente sus manifestaciones relacionadas con la
dislipemia y la hipertensién, esta asociado a diferentes procesos moleculares
vinculados con el metabolismo de lipidos y triglicéridos vy, por tanto, asociado al riesgo
de aparicion de la EHGNA. Estas alteraciones lipidicas producen efectos aterogénicos
dando como resultado el desarrollo de enfermedades cardiovasculares en los

pacientes con EHGNA®.

2.4.2. Factores genéticos.

En el desarrollo de la EHGNA, como enfermedad compleja y, por tanto, multifactorial,
también estan involucrados factores genéticos del individuo. Asi lo indica la alta

3735 Mediante

heredabilidad de esta enfermedad, estimada en torno al 25-30%
estudios de asociacién génica masivos o “Genome Wide Association Studies” (GWAS),
se han detectado polimorfismos de un sélo nucledtido (SNPs, del inglés single
nucleotide polymorphisms) relacionados con el desarrollo y progresiéon de la EHGNA

3>3645-483744 (Anexo 1). Estos estudios permiten también

en poblacién genera
identificar aquellos genes que puedan estar relacionados con la etiologia de la

enfermedad (Anexo I).

Algunos de estos SNPs ligados a la EHGNA en la poblacién general han sido también
evaluados en poblaciones de las PVIH. Asi, en un estudio pionero llevado a cabo en una
cohorte de HSH infectados por el VIH??, sélo la variante PNPLA3_rs738409 se asocié a
la presencia de la EHGNA. No obstante, en un estudio mas amplio liderado por nuestro
grupo y donde se analizaron casi todos estos SNPs*’, no se pudo validar la asociacién
de la variante del gen PNPLA3 con la EHGNA en las PVIH y sélo se identificaron como

asociadas a la EHGNA y la EHNA de forma independiente la variante del gen LPPR4 y

11
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SAMMS50, respectivamente. De forma importante, la falta de asociacién de la variante
génica PNPLA3 con la EHGNA en la poblacion infectada también fue observada por

052 En otro estudio llevado a cabo por nuestro grup053, también se

otros autores
encontrd una asociacion de tres variantes del gen FTO con la EHGNA en las PVIH.
Interesantemente, esta asociacién fue validada en un grupo independiente de las

PVIH>3,

Todos estos resultados en su conjunto sugieren que, en la susceptibilidad genética a
padecer esta enfermedad de alta heredabilidad en las PVIH, podrian tener un peso
especifico importante variantes alélicas que en la poblacion general pudieran tener un
efecto nulo o menor. Esta circunstancia explicaria también el por qué PNPLA3,
identificado globalmente como un gen de la EGHNA, seria relativamente poco
importante en el establecimiento de la enfermedad en las PVIH. Hasta la fecha, esta
posibilidad estd poco explorada debido a la ausencia de estudios de asociacidon génica

masivos para la EHGNA en el contexto de la infeccidn por el VIH.

2.4.3. La infeccion por el VIH.

La EHGNA en las PVIH podria tener rasgos etioldgicos propios y, en cierta medida,
diferentes a los observados en la poblacién general. Esto podria explicar las sugeridas
diferencias en frecuencia de la enfermedad y la posible existencia de factores

genéticos distintos a los descritos en la poblacion general.

Ademas, la infeccidn por el VIH lleva asociada la concurrencia de otros factores que
podrian estar implicados en una mayor susceptibilidad a la aparicion de la EHGNA

como son la toxicidad al tratamiento antirretroviral (TAR) y la coinfeccién por el VHC.

2.4.3.1. Toxicidad al TAR en las PVIH.

La aparicidn de los tratamientos antirretrovirales a mitad de los afios 90 supuso una
reduccion importante en las complicaciones asociadas a la infeccién por el VIH y al
desarrollo del SIDA, principalmente la mortalidad prematura. El acceso a estos
tratamientos supuso la disminucion de la carga viral del VIH a niveles indetectables y la
recuperacion del recuento de células T CD4+ en las PVIH>*. Histéricamente la toxicidad
asociada a estos tratamientos farmacolégicos ha sido un factor a considerar debido

principalmente a su administracion indefinida y a la imposibilidad de la erradicacién

12
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del virus con dicho tratamiento®. No obstante, el desarrollo de estos tratamientos ha
significado una mejoria no sélo en la conveniencia de las combinaciones de farmacos,
sino también en los efectos secundarios del mismo. Sin embargo, incluso los
tratamientos mas actuales llevan aparejados efectos secundarios aunque manejables y

adaptables a las posibles comorbilidades de los pacientes®.

En los pacientes con tratamiento antirretroviral que alcanzan la supresion viroldgica y
qgue se aproximan a la desactivacion inmunitaria, el efecto sobre la aparicién de
hipertrigliceridemia y la resistencia a la insulina causadas por el propio virus tiene un
impacto muy reducido®. No obstante, ciertos tratamientos antirretrovirales podrian
influir negativamente sobre el metabolismo lipidico®’. Ademas, el aumento de peso es
habitual en los pacientes que inician TAR, aunque este efecto se ha relacionado con
una recuperacion de la salud de las PVIH tras el inicio del tratamiento. A esto se une
que el aumento de peso también se ha asociado con algunos cambios en Ia

combinacidn de farmacos del tratamiento antirretroviral en las PVIH>®°,

Asi, los efectos adversos relacionados con el metabolismo lipidico que provoca el
tratamiento antirretroviral se han observado en los inhibidores de la transcriptasa
inversa analogos de nucleds(t)idos (ITIANs) y en inhibidores de la transcriptasa inversa
no analogos de nucledsidos (ITINANs)®, aunqgue también se han reportado en aquellos

781 También se ha observado

regimenes basados en inhibidores de la proteasa (IPs)
gue el cambio de regimenes basados en inhibidores de la proteasa a inhibidores de la
integrasa se ha asociado a una mejora en el perfil lipidico de estos paciente557.
Finalmente, se ha reportado, recientemente, la implicacion del cambio del TAR de
tenofovir disoproxil fumarato (TDF) a tenofovir alafenamida (TAF) en el aumento de

peso ademds del desarrollo de obesidad y dislipemia en las PVIH>**°.

Los mecanismos implicados en estos efectos del TAR sobre el metabolismo con
impacto sobre la aparicion de EH son diversos, pero principalmente centrados en la
disfuncién mitocondrial®®. La mitocondria es la responsable de la produccién de
energia dentro de la célula en cuya pérdida de homeostasis estarian involucrados

1°°. En la mitocondria hepdtica,

procesos de toxicidad y dafio en el ADN mitocondria
esta disfuncion podria producir la incapacidad de llevar a cabo la oxidacién de acidos

grasos dando como resultado la acumulacién de triglicéridos vy, con ello, el desarrollo

13
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de EHG®. Numerosos trabajos han mostrado una disfuncién en la mitocondria y en las
funciones de sefializacion celular en las PVIH y bajo tratamiento antirretroviral®™’. Asi,
los ITIANs pueden inhibir a la gamma polimerasa mitocondrial que, en ultimo término,
causa disfuncién mitocondrial®>. No obstante, los ITIANs mas modernos estdn menos
implicados en toxicidad mitocondrial clinicamente significativa, por lo que su
contribucién al desarrollo de EHG es menor®. Los IPs producen dislipemia como efecto
adverso. El mecanismo por el cual los IPs producen dislipemia no esta del todo claro,
pero parece estar relacionado con la apolipoproteina B (APOB) presente en las
lipoproteinas LDL y VLDL, responsables del transporte de colesterol y triglicéridos

25

producidos en el higado Este trastorno metabdlico podria asociarse con el

desarrollo de EHG.

En relacidn a los inhibidores de la integrasa (INSTI), algunos trabajos indican que la
exposicion continuada a estos farmacos podria influir tanto en la aparicion de EHG

. 59,68
como en su progresion™

. Por el contrario, un estudio prospectivo llevado a cabo por
nuestro grupo en pacientes infectados por el VIH puso de manifiesto que el cambio de
efavirenz (EFV) a raltegravir (RAL) (un INSTI) provocaba una reduccién en los niveles de

EHG medida por CAP a pesar de asociarse a un aumento de peso en esos individuos®.

A pesar de los posibles efectos que el TAR pueda tener sobre la aparicidon de la EHG,
nuestro grupo no ha encontrado asociacién significativa e independiente entre los

tratamientos actuales y la presencia de la EHG***

, por lo que es muy posible que el
efecto del TAR actual, por si mismo, sobre el riesgo de desarrollar EHG deba ser de

poca importancia.

2.4.3.2. Coinfeccidn por VHC.

La infeccidn crdnica por el virus de la hepatitis C (VHC) ha estado presente en una gran
proporcién de las PVIH y es una de las causas mas frecuentes de enfermedad hepatica

a nivel global”®

. Sin embargo, el tamafio de efecto de la infeccién con el VHC sobre la
aparicidn de la EHG no parece ser un factor determinante. Asi, un meta-analisis llevado
a cabo en pacientes monoinfectados por el VHC por Leandro G et al, en 2006,
demuestra que solo aquellos infectados el VHC de genotipo 3 mostraban una mayor

probabilidad de desarrollar EH’!. Sin embargo, el tamafio de este efecto no es lo

14
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suficientemente importante para ser detectado en estudios con tamafios muestrales
modestos®*. A pesar de ello, Rodriguez-Torres M et al., reportaron, en un estudio
realizado en 2008 con pacientes coinfectados, que, tras el tratamiento y curacion del la
infeccion por el VHC con terapias basadas en interferon, la EH disminuia
significativamente en pacientes con infeccién por el VHC de genotipo 3 ’2. Todos estos
estudios sugieren que la coinfeccion por VHC no explicaria por si sola la supuesta

mayor prevalencia de la EHG en las PVIH.

No obstante todo lo anterior, y como ha sido ya sefialado, para conocer de forma
global si la infeccion por el VIH, ya sea por el efecto de los antirretrovirales u otros
factores ligados a la misma, estd aumentando de alguna forma el riesgo a padecer
EHG, tal y como parecen indicar los estudios de prevalencia, seria necesario evaluar de
forma global el impacto de este efecto en individuos infectados y no infectados por el

VIH pertenecientes a un mismo grupo étnico y geografico.

2.5. Manejo y prevencion.

El aumento de la prevalencia global de la EHG parece estar relacionado, como ya se
comentd al inicio de esta tesis, con el aumento paralelo y global de la epidemia de
obesidad y diabetes, con datos en el horizonte que apuntan a Espafia como la
portadora de la mayor incidencia de enfermedades relacionadas con la EHNA en el afio
2030, Es por ello, que el manejo de los pacientes con la EHGNA alcanza una gran
relevancia clinica. De esta forma Dyson et al., en 2014 proponen una estratificaciéon
para el manejo de los riesgos asociados a la EHG’®. La parte baja de la piramide esta
ocupada por la modificacion del estilo de vida, cuyo objetivo es la disminucién de peso
y el aumento de la actividad fisica, con la utilizacién de la cirugia bariatrica solo en
candidatos determinados con obesidad y sindrome metabdlico. Los siguientes
peldafios de la pirdmide estan relacionados con la deteccién y manejo de los
componentes del sindrome metabdlico (DMT2, hipertensién, dislipemia) y la
farmacoterapia dirigida al higado cuando no se alcanza el cambio de estilo de vida.
Finalmente, en aquellos pacientes que desarrollan la enfermedad avanzada, en la que
se incluyen la cirrosis, el CHC y las varices esofagicas, se requeriria medidas especiales
entre las que se encuentran la vigilancia de las complicaciones asociadas y el trasplante

hepatico.
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A pesar de que hay abundantes datos, estudios e investigaciones focalizados en la
influencia del tratamiento y el cambio en el estilo de vida sobre la EHG en poblacién
general75, existen pocos datos al respecto en las PVIH®. Teniendo en cuenta que la
infeccidn por el VIH podria constituir un factor de riesgo en el desarrollo y progresién
de la EHG, es posible que fuera necesario establecer actuaciones especificas dirigidas a
esta poblacion. Asi, en cuanto a las recomendaciones referentes a cambios en el estilo
de vida relacionados con la pérdida de peso, mejora de los habitos alimenticios o
ejercicio fisico, existe un ensayo clinico en curso que analiza el impacto de estas
medidas en la evolucién del higado graso en las PVIH (NCT03913351) y del que aun no

se han publicado resultados.

Por otro lado, dada la dificultad de conseguir el cambio de habito requerido y su
mantenimiento, varios ensayos clinicos han evaluado estrategias con terapias
farmacoldgicas mediante uso de agentes farmacoldgicos. Sin embargo, no esta claro el
efecto y seguridad de estos farmacos a largo plazo en las PVIH’®. En la actualidad, dos
ensayos clinicos analizan el papel terapéutico de la vitamina E en las PVIH y EHGNA
(NCT03988725, NCT03669133). De esta forma, el aramchol, un conjugado sintético de
acido araquiddnico y acido colico, habria sido postulado como una forma de reduccion
de la EH en pacientes con EHGNA”’. Sin embargo, el ensayo clinico ARRIVE
(NCT02279524), llevado a cabo en personas infectadas por el VIH y con EHGNA,
concluyo que el aramchol no reducia la grasa hepatica evaluada mediante resonancia
magnética (RM)’®. Estos resultados también avalan una etiologia con rasgos propios de
esta enfermedad en estos individuos. Por otro lado, la tesamorelina, un analogo del
factor liberador de la hormona de crecimiento humana aprobado para el tratamiento
de la lipodistrofia asociada al VIH, se asocié con la reduccion de grasa visceral que
influye en el contenido de grasa hepatica’. En la actualidad se esta llevando a cabo un
ensayo clinico en PVIH y con EHGNA con el fin de evaluar los efectos de Ia
tesamorelina en la EH y en la esteatohepatitis. Los resultados iniciales del estudio
fueron que la grasa hepatica, medida por RM, disminuyd en un 32% en el brazo de
tesamorelina, mientras que aumentd en un 5% en el brazo de placebo (p = 0,02)

(NCT02196831)%.
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Finalmente, cambios en las combinaciones en el TAR pueden constituir también una
herramienta interesante para el manejo de las PVIH diagnosticadas de EGH. Asi, tal y
como hemos comentado anteriormente, un ensayo clinico realizado por nuestro grupo
(STERAL; NCT01900015) ha demostrado la disminucion de la EH medida por CAP, y en
algunos casos la reversion, en pacientes que han cambiado de EFV a RAL después de
48 semanas®. Del mismo modo, en un ensayo clinico en curso (PASODOBLE;
NTC04884139) se estd evaluando el cambio de TAF/FTC/BIC a 3TC/DTG en el que se

incluye un subestudio para la evaluacién de la EH.
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4. HIPOTESIS

Por todo lo anteriormente expuesto, hipotetizamos:

1.- que la alta prevalencia de la EH descrita en las PVIH indica que la infeccidon por el

VIH podria ser un factor de riesgo independiente para el desarrollo de la EHG.

2.- que la EHG en las PVIH podria tener rasgos etiolégicos propios que se manifiestan

en factores genéticos de riesgo distintos a los observados en la poblacion general.
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5. Objetivos

Basandonos en las hipdtesis planteadas, esta tesis tiene como objetivos:
1. Evaluar el efecto de la infeccidn por el VIH en el riesgo de desarrollar EHG.

2. Determinar los factores genéticos asociados a la EHG en las PVIH y las posibles

rutas metabdlicas implicadas.
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6. Pacientes y Métodos

4.1. Disefio del estudio y pacientes.

Para el primer objetivo, en el que se pretendia evaluar el efecto de la infeccidén por el
VIH en el desarrollo de la EHG, se disefié un estudio trasversal retrospectivo. Se
incluyeron todos los pacientes caucdsicos espafioles que fueron atendidos en la
Unidad de Enfermedades Infecciosas del Hospital Universitario Virgen de Valme, desde

noviembre de 2010 hasta marzo de 2019, y que cumplian los siguientes criterios:

1. Infeccidn crénica por el VHC, con deteccion persistente de ARN del VHC en plasma,

con o sin coinfeccion por el VIH.

2. Disponer de un examen de elastografia hepatica valido con evaluacién de la EH

mediante CAP.

También se incluyeron en el estudio aquellos pacientes pre-tratados contra la infeccién

por el VHC que no lograron una respuesta viroldgica sostenida (RVS).

Para el segundo objetivo, en el que se determinaron los factores genéticos asociados a
la EHG en las PVIH y las posibles rutas metabdlicas implicadas, se utilizd un disefio
trasversal retrospectivo. En él, se incluyeron a las PVIH que fueron atendidas en el

Hospital Universitario Virgen de Valme y que cumplieran los siguientes criterios:

1. Disponer de una medida de CAP.

2. Disponer de una muestra de ADN congelada antes de diciembre de 2017.

3. Ser caucdsicos espaioles y no estar relacionados familiarmente con otros pacientes
incluidos en el estudio.

4.2. Recogida de datos.

La recogida de datos de los pacientes, para ambos objetivos, se realizé siguiendo un
protocolo preestablecido para el seguimiento de pacientes atendidos en la Unidad
Clinica de Enfermedades Infecciosas del Hospital Universitario de Valme. Los datos
recopilados en la historia clinica incluyeron datos demograficos y familiares, ingesta de

alcohol autorreferida por el paciente, antropometria, bioquimica en muestra de sangre
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y medicion de la EH mediante CAP. La toma de muestras se realizé en condiciones de

ayuno.

El CAP se midié con un FibroScan (Echosens FibroScan 502, Paris). Se seleccionaron los
puntos de corte de 2248 dB/m y 2280 dB/m para definir la presencia de EH leve, o
simplemente EH, (esteatosis que afectaba a 210% de los hepatocitos) y EH grave (266%

de los hepatocitos esteatdsicos), respectivamente.

Todas las mediciones de CAP para la determinacidon de la EH se realizaron por
operadores entrenados segun las recomendaciones previamente publicadas®’. La
concordancia entre las mediciones llevadas a cabo por dos operadores entrenados ha

sido previamente comprobada por Recio E et al.®%.

Los individuos con un IMC entre 18 y 25 kg/mz, entre 25y 30, entre 30y 35, entre 35y
40 y >40 fueron considerados como individuos con peso normal, sobrepeso, obesidad
tipo 1, tipo 2 y tipo 3, respectivamente, de acuerdo con la clasificacion de Ia
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (http://www.euro.who.int/en/health-
topics/disease-prevention/nutrition/a-healthy-lifestyle/body-mass-index-bmi). De este
modo, consideramos sobrepeso un IMC por encima de 25 kg/m”. La ingesta elevada de

alcohol se definié como =50 g/dia.

4.3. Analisis estadistico.

Para el analisis descriptivo, las variables continuas se expresaron como mediana (Q1-
Q3) vy las categdricas como ndmero (porcentajes). Se utilizd el test de Chi* o de Fisher
para comparar las frecuencias de las variables categdricas entre los grupos y la t de
Student o la U de Mann-Whitney para las variables continuas. Se elaboraron modelos
de regresidon logistica binaria para evaluar los factores asociados de forma
independiente a la presencia de EH. En dichos analisis, se incluyeron las variables
relacionadas con esta condicion con un valor de p univariante menor de 0,2 asi como
la edad, el sexo y la infeccidn por el VIH para obtener los valores ajustados de p y odds
ratio (OR). Las diferencias se consideraron significativas para valores de p menores de
0,05. Para los estudios genéticos se consideraron otros valores de p (ver mas

adelante).
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Para el primer objetivo se realizé ademads un estudio de casos y controles emparejados
por edad, sexo e IMC . El emparejamiento por el IMC se debe a que fue el Unico
predictor independiente de la EH en un estudio anterior que utilizé6 el CAP como
método diagndstico de la EH**. Para el andlisis de casos y controles pareados se
utilizaron los test de McNemar y Wilcoxon para la comparacién de frecuencias de

variables categoricas y continuas, respectivamente.

Todos los anadlisis se realizaron con el programa informdatico SPSS 25.0 (IBM
Corporation, Somers, New York, USA) o el programa STATA 12.0 (Stata Corporation,

College Station, Texas, USA).
4.4. Estudio de asociacidon de genoma completo (GWAS).

4.4.1. Aislamiento del ADN, genotipado y controles de calidad del genotipado.

El ADN se aislé de muestras de sangre total congeladas utilizando el sistema Qiacube
(Qiagen, Hilden, Alemania) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Sélo se
incluyeron las muestras que alcanzaron concentraciones de ADN mayores de 10 ng/uL
y que presentaban una relacion entre las medidas de absorbancias a 260 nm y a 280
nm >1,7, y una relacién entre las absorbancias medidas a 260 nm y 360 nm > 1, lo que

determina la ausencia de contaminantes en las muestras.

Las muestras se genotiparon utilizando el array Axiom 815K Biobank (Thermo Fisher,
Waltham, Massachusetts, USA) segun las instrucciones del fabricante (AxiommI 2.0

Assay Manual Workflow) en el instrumento GeneTitan Multi-Channel (Thermo Fisher).

Para conseguir un mayor rendimiento en el genotipado, el control de calidad de las
muestras se realizé con el programa Affymetrix power tool 1.15.0 siguiendo el Axiom
Data Analysis Workflow (Themo Fisher). En el estudio sélo se incluyeron aquellas
muestras con una tasa de genotipacion superior al 97%. Los marcadores de mejor
calidad se seleccionaron para el andlisis posterior utilizando el paquete SNPolisher R
(Thermo Fisher). Se eliminaron aquellos SNPs con una tasa de genotipacién menor de
95%, una desviacion considerable del equilibrio de Hardy-Weinberg (p-valor <1x10™) o
una frecuencia alélica menor (MAF) inferior a 0,01. Ademas, se eliminaron aquellos
individuos con indices de heterocigosidad superiores a 0,35 o aquellos que estaban

emparentados con otros individuos de la muestra (identidad por estado (IBS) >0,1875),

22



Fernandez Fuertes M Pacientes y Métodos

incluyendo muestras duplicadas (IBS >0,98). También se compardé el sexo
autodeclarado con el sexo asignado por los genotipos del cromosoma X, y se
resolvieron las discrepancias o se eliminaron las muestras. Todos estos analisis se

realizaron con el programa Plink 2.0 (https://www.coggenomics.org/plink2).

Se llevd a cabo un analisis de componentes principales (CP) con el programa Eigensoft
(https://www.hsph.harvard.edu/alkes-price/software/) con el fin de identificar a los
individuos no caucasicos. En este analisis se excluyeron los marcadores con
desequilibrio de unién (LD) de moderado a alto (r*>0,3) utilizando la opcién “indep-
pairwise” de Plink. El andlisis de CP se ejecutd junto con otros datos de genotipos de
otras poblaciones obtenidos de la fase 3 del Proyecto 1000 Genomas
(http://www.interantionalgenome.org/). Sélo se mantuvieron los individuos de origen
caucdsico (utilizando un umbral de 6 desviaciones estandar de los valores medios de

CP caucasicos) para los analisis posteriores.

4.4.2. Imputacion.

La imputacion de nuevos genotipos se llevd a cabo utilizando el panel del consorcio de
referencia de haplotipos en los servidores de imputacion de Michigan
(http://www.imputationserver.sph.umich.edu). Los genotipos se imputaron utilizando
un enfoque de mejor estimacidn. Sélo se seleccionaron los marcadores comunes (MAF
> 0,01) con una alta calidad de imputacion (r’ > 0,30) para realizar los analisis de

asociacién posteriores.

4.4.3. Estudio de asociacion de un solo locus.

Se realizaron andlisis de asociacién génica de un solo locus siguiendo un modelo
aditivo y ajustando por los PC, edad, sexo, carga viral del VIH e IMC mayor de 25kg/cm?
utilizando el programa Plink. El valor p de significacién estadistica para el GWAS se

establecié en 5x10°%3

, mientras que un valor de p < 5x10° se consideré sugestivo de
significacidon estadistica. Estas variantes se anotaron utilizando la herramienta Variant
Effect Predictor®. También se utilizé Plink para estimar el factor de inflacién genémica
(). Se utilizdé el paquete del programa qgman R (http://CRAN.R-

proyect.org/package=qqman) para la representacion grafica de los resultados unilocus
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del GWAS (Manhattan plot). La representacion grafica de asociaciones regionales se

realizé con la herramienta web LocusZoom (http://locus zoom.org/).

Para considerar asociados en nuestra poblacidon aquellos SNPs identificados en los
estudios de GWAS como relacionados a la EHG en poblacidn general, se establecio el

nivel de significacidn estadistica en 0,05.

La estimacion de la potencia del estudio se realizd mediante el programa Episheet

(www.drugepi.org/wp-content/uploads/2012/10/Episheet.xls).

4.4.4. Estudio de asociacion basado en genes y estudios de enriquecimiento.

El estudio de asociacion de genes se realizé con el programa Magma, el cual tiene en
cuenta la distancia fisica y el LD entre los SNPs para detectar efectos
multimarcadores®. Estos analisis utilizaron una ventana de 50 kb aguas arriba y aguas
abajo alrededor de cada gen para captar posibles variantes reguladoras de la expresion
de estos genes. La correccion del valor de p por multiples comparaciones en estos
analisis se realizé dividiendo el valor de la “p_SNPwise_mean”, calculado por el
programa, por el numero de genes analizados. En este estudio, el umbral del valor de p
se establecié en 2,7x10°°, mientras que una p < 10” se consideré sugestiva de

significacidn estadistica.

La aplicacién ShinyGO (version 0.61)%® (http://bioinformatics.sdstate.edu/go/) se
utilizé para explorar el enriquecimiento de genes segun las categorias establecidas en

87,88

Gene Ontology (GO) para procesos bioldgicos. Para ello se emplearon los 175
genes que mostraron mayor asociacién a la EHG con el programa Magma. En este
analisis, la correccion por multiple testado se llevé a cabo aplicando el método de
Benjamini—Hochberg realizado por la aplicacion de ShinyGO. Se consideraron procesos
significativamente enriquecidos aquellos que tuvieron una p de tasa de
descubrimientos falsos (FDR) < 0,05. Sélo aquellas categorias enriquecidas con un

minimo de 10 genes asociados a la EHG segun nuestro estudio fueron tenidas en

cuenta.

4.5. Consideraciones éticas.
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Para la consecucion de ambos objetivos se desarrollaron estudios que se ajustaron a la
legislacién nacional y fueron disefiados y realizados de acuerdo con las directrices
éticas de la declaracién de Helsinki. Los estudios fueron también aprobados por el
Comité de Etica del Hospital Universitario Virgen de Valme (Sevilla) (P118/00606). Se

obtuvo el consentimiento informado de todos los individuos.
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7. Resultados

Objetivo 1: Evaluar el efecto de la infeccion por el VIH en el riesgo de
desarrollar esteatosis hepadtica.

1. Caracteristicas de la poblacion de estudio.

Quinientos noventa y ocho pacientes consecutivos cumplieron los criterios de
inclusién. No se obtuvo un resultado fiable de la elastografia en 24 (4%) de ellos. Por
tanto, se analizaron finalmente 574 pacientes. Entre ellos, 328 (57,1%) eran pacientes
monoinfectados por el VHC siendo el resto de individuos coinfectados por el VIH y el
VHC. Las caracteristicas demograficas, antropomeétricas y clinicas de estos pacientes se
muestran en la Tabla 1. Las PVIH presentaban un buen control inmunoldgico. Casi
todos los pacientes coinfectados estaban bajo tratamiento antirretroviral y con carga

viral indetectable (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas de la poblacion de estudio (N=574).

Caracteristicas

Sexo hombre, n (%) 485 (84,5)
Edad (afios)* 53 (49-57)
UDVP 2, n (%) 414 (72,1)
Consumo de alcohol 250 g/d, n (%) 228 (39,7)
Infeccion VHC por genotipo 3, n (%) 97 (16,9)
IMC® (kg/m?)* 25 (22-28)
IMC® (kg/m?), n (%)

18-25 285 (49,7)
26-30 190 (33,1)
31-35 59 (10,3)
>35 20 (3,5)
Glucosa plasmatica en ayunas  (mg/dL)* 91 (82-100)
Triglicéridos en plasma d (mg/dL)* 101 (72-143)
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Colesterol total en plasma® (mg/dL)* 161 (141-189)
Colesterol-HDL en plasmaf(mg/dL)* 50 (40-63)
Colesterol-LDL en plasma® (mg/dL)* 85 (66-110)
RH (kPa)* 8,5 (6-15)
Cirrosis, n (%) 158 (27,5)
HbsAg" +, n (%) 9(1,6)
Recuento de células CD4 (cel/mm?)™ 486 (311-726)
VIH-ARN en plasma <50 copias/mL’, n (%) 194 (78,9)
TAR, n (%) 243 (98,7)

*Mediana (Q1-Q3)
Datos disponibles para 549 pacientes; bDatos disponibles para 557 pacientes; ‘Datos disponibles para

541 pacientes; dDatos disponibles para 542 pacientes; ®Datos disponibles para 543 pacientes; fDatos
disponibles para 504 pacientes; °Datos disponibles para 505 pacientes; "Datos disponibles para 562
pacientes; 'Datos disponibles para 245 pacientes; 'Datos disponibles para 246 pacientes; “Datos
disponibles para 243 pacientes

Abreviaturas: VHC: virus de la hepatitis C; VIH: virus de la inmunodeficiencia humana; UDVP: usuarios de
drogas por via parenteral; IMC: indice de masa corporal; HDL: lipoproteina de alta densidad; LDL:
lipoproteina de baja densidad; RH: rigidez hepatica; TAR: terapia antirretroviral.

2. Prevalencia de la esteatosis hepatica segtin el estado de la infeccidn por el

virus del VIH.

No hubo diferencias significativas en los valores medianos de CAP observados en los

pacientes con y sin infeccién por el VIH (Figura 3).

Figura 3. Mediana de CAP vy rango intercuartilico en ambos grupos de pacientes

monoinfectados por el VHC y coinfectados por el VIH y el VHC.
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400+ p=0,296
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CAP 550
241 (209-280) 237 (202-223,5)
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Pacientes VHC Pacientes VIH/VHC

La frecuencia de la EH (CAP > 248 dB/m) en los pacientes monoinfectados por el VHC
fue de 147 (44,8%) y en los coinfectados fue de 105 (40,7%) (p=0,318). Ochenta y tres
(25,3%) individuos sin infeccion por el VIH mostraban esteatosis grave, en comparacién
con 51 (20,7%) entre los coinfectados por el VIH (p=0,2). Tampoco hubo diferencias
significativas en la prevalencia de esteatosis entre los grupos con y sin coinfeccion por

el VIH estratificados por categorias de IMC (figura 4).

Figura 4. Frecuencia de esteatosis en la poblacién monoinfectada por el VHC y coinfectada por

el VIH y el VHC clasificada de acuerdo con el grado de obesidad.
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B Pacientes VHC @Pacientes VIH/VHC

p=1
100% p=0,516
90,9% gg 99
80%
60% A
40% - p=0,247
26,0% 26,4%
20% -
0% -
<25 25-30 30-35 >35
_h 29 38 71 35 30 15 10 8
N 141 144 123 67 41 18 11 9

n/N: nimero de pacientes con esteatosis/nimero total de pacientes en ambos grupos,
pacientes monoinfectados por el VHC o coinfectados por el VIH y el VHC segun el grado

de obesidad.

Resultados

En un analisis en el que se excluyeron los pacientes con un consumo de alcohol 2 50

g/d, no hubo diferencias entre los dos grupos de estudio en los valores medianos de

CAP ni en la prevalencia de la EH (figura 5).

Figura 5. Mediana de CAP y rango intercuartilico en las poblaciones monoinfectadas por el VHC

y coinfectadas por el VIH y el VHC (a) y la frecuencia de esteatosis y esteatosis severa en

ambos grupos (b) una vez excluidos los pacientes que reportaron consumo elevado de alcohol.

29



Fernandez Fuertes M Resultados

d
400
p=0,8
350 T
300
CAP 250
235,5 (198,5-267,7) 235 (201-266,3)
200
150
100 o
Monoinfectados VHC Coinfectados VIH/VHC
B Monoinfectados VHC 3 Coinfectados VIH/VHC
100% 1
80% A
p=0,831
60% H
40% 4 38,10 39,20 p=0,823
20% 1 18,10 17,20
0% -
CAP>248 CAP>280
n 61 73 29 32
N 160 186 160 186

Al emparejar los pacientes coinfectados por el VIH y el VHC con los individuos

monoinfectados por el VHC segun la edad, el sexo y el IMC, la prevalencia de la EH para
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el grupo de coinfectados fue del 40,7% (100 individuos) y del 39% (96 individuos) para
el grupo de monoinfectados (p=1,000). Las caracteristicas de ambas poblaciones

aparecen reflejadas en la tabla 2.

Tabla 2. Caracteristicas de las poblaciones de estudio de casos y controles (N=492).

Monoinfeccion Coinfeccién
Caracteristicas VHC VIH/VHC p-valor**
(Controles, n=246) (Casos, n=246)
Sexo hombre, n (%) 206 (83,7) 214 (87) 1,000
Edad (afios)* 52 (48-56) 53 (49-56) 0,167
UDVP, n (%) 162 (65,9) 209 (87,1) <0,001
Consumo de alcohol 250 g/d, n (%) 115 (46,7) 60 (24,4) <0,001
IMC (kg/m?)* 24,03 (21,4-27,1) 24 (21,3-27) 0,361
Glucosa plasmatica en ayunas >100
mg/dL. n (%) 40 (16,3) 75 (30,5) 0,013
s S
Triglicéridos en plasma =150 mg/dL, 22 (8,9) 82 (33,5) <0,001
n (%)
Colesterol total en plasma (mg/dL)* 167 (143-196) 156 (137-182) 0,013
Colesterol HDL en plasma (mg/dL)* 52 (41,8-67,1) 47,5 (37,6-59,0) 0,015
Colesterol LDL en plasma (mg/dL)* 90 (67,8-116) 76 (61,0-99,0) 0,002
RH (kPa)* 7,1 (4,9-12,8) 9,7 (6,9-16,8) 0,001
Cirrosis, n (%) 55 (22,4) 80 (32,5) 0,042

*Mediana (Q1-Q3)
**las variables continuas se compararon usando el test de Wilcoxon signed-rank y las variables
categoricas usando el test de McNemar.

Abreviaturas: VHC: virus de la hepatitis C; VIH: virus de la inmunodeficiencia humana; UDVP: usuarios de
drogas por via parenteral; IMC: indice de masa corporal; HDL: lipoproteina de alta densidad; LDL:
lipoproteina de baja densidad; RH: rigidez hepatica.

3. Factores asociados con la presencia de esteatosis hepatica.

En el analisis univariante, los antecedentes de consumo de drogas por via parenteral,
la ingesta de alcohol, los triglicéridos en plasma, el IMC, el colesterol total en plasmay
el colesterol HDL en plasma estaban relacionados con la EH, mientras que la

coinfeccién por el VIH no lo estaba (tabla 3).
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Resultados

En el andlisis multivariante, el IMC, la edad y la infeccion con el genotipo 3 del VHC se

asociaron de forma independiente con la presencia de la EH. Sin embargo, la

coinfeccién por el VIH no lo estaba (tabla 3).

Tabla 3. Analisis univariante y multivariante de los factores asociados con la esteatosis.

Frecuencia
‘ de
Parametro No. esteatosis** 5nivariante ORA (95%IC) multivgriante
N (%)

Sexo

Mujer 89 37(4L6%) 456,

Hombre 485 210 (43,3%) ’ 1,12 (0,59-2,13) 0,709
Edad*

<52 238 92(387%)  4o7s

>52 336 155 (46,1%) ’ 1,03 (1,01-1,06) 0,040
Via de infeccion por
el VHC

ubvpP® 414 167(40,3%) 0058

Otra 135 67 (49,6%) 0,92 (0,54-1,57) 0,767
VIH

Positivo 246 100 (40,7%) 0318

Negativo 328 147 (44,8%) ! 1,18 (0,72-1,91) 0,502
Genotipo del VHC

3 97 49(505%) ..,

Otro 477 198 (41,5%) 1,95 (1,10-3,44) 0,021
Consumo de alcohol
(g/dia)

<50 346 134 (38,7%) 010

>50 228 113 (49,6%) 1,39 (0,88-2,20) 0,155
GPA (mg/dL)*¢

<100 394 163 (4L4%) o 1,q

>100 147 71 (48,3%) 1,00 (0,99-1,01) 0,537
Triglicéridos en
plasma (mg/dL)**

<150 418 168(402%) 416

>150 124 65 (52,4%) ' 1,00 (0,99-1,00) 0,130
IMC (kg/m?)*®

<25 285 67(235%) 5001

>25 272 171 (62,9%) ’ 1,26 (1,19-1,34) <0,001
Colesterol total en
plasma(mg/dL)*®

z;gg 442 181 (41%)

= 101 53 (52,5%) 0,035 1,00 (0,99-1,00) 0,562
Colesterol HDL en

plasma (mg/dL)*f
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<50
>50

Colesterol LDL en
plasma (mg/dL)?
<160

2160

Cirrosis*
Si
No

251
253

487
18

416
158

122 (48,6%)
95 (37,5%)

211 (43,3%)
7 (38,9%)

177 (42,5%)
70 (44,3%)

0,012

0,709

0,017

0,99 (0,98-1,01)

0,81 (0,49-1,32)

Resultados

0,623

0,400

*Introducida como variable continua en el andlisis multivariante.

**CAP>248dB/m.

°Datos disponibles para 549 pacientes; ®Datos disponibles para 557 pacientes; “Datos disponibles para
541 pacientes; Datos disponibles para 542 pacientes; “Datos disponibles para 543 pacientes; 'Datos
disponibles para 544 pacientes; °Datos disponibles para 505 pacientes.

Abreviaturas: ORA: odds ratio ajustada; IC: intervalo de confianza; VHC: virus de la hepatitis C; VIH: virus
de la inmunodeficiencia humana; UDVP: usuarios de drogas por via parenteral; GPA: glucosa plasmatica
en ayunas; IMC: indice de masa corporal; HDL: lipoproteina de alta densidad; LDL: lipoproteina de baja

densidad.
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Objetivo 2: Determinar los factores genéticos asociados a la esteatosis
hepatica en poblacion infectada por el VIH y las posibles rutas
metabdlicas implicadas.

1. Caracteristicas de la poblacion de estudio.

Entre los 486 pacientes seleccionados inicialmente para este estudio, 6 no se
incluyeron por no tener datos del IMC y 6 no pasaron los controles de calidad para ser
incluidos en el andlisis de asociaciéon génica masiva (calidad del ADN, parentesco con
otros pacientes, o bien no ser de origen caucasico). Por lo tanto, 474 pacientes

constituyeron la poblacién de estudio.

Las caracteristicas principales de esta poblacion se encuentran expuestas en la tabla 4.

Tabla 4. Caracteristicas basicas de la poblacion de estudio (N=474).

Caracteristicas

Edad (afos)* 49 (45-53)
Sexo hombre, n (%) 390 (82,3)
IMC (kg/m2)* 24 (21-27)
IMC > 25 Kg/m?, n (%) 192 (40,5)
UDVP, n (%) 331 (69,8)
;/c:)r;sumo de alcohol = 50 g/dia, n 130 (27,4)
Serologia positiva para el VHC, n (%)b 409 (84,3)
VIH indetectable** 352 (72,4)
Glucosa en plasma (mg/dL)*¢ 92 (84-101)

Triglicéridos en plasma (mg/dL)** 118 (85-165)
Colesterol total en plasma (mg/dL)* 167 (144-192)
Colesterol HDL en plasma (mg/dL)*® 46 (37-59)

RH (kPa)* 8,1 (5,4-14,4)

*Mediana (Q1-Q3).
**Carga viral menor de 50 copias/mL.
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°Datos disponibles para 457 pacientes; ®Datos disponibles para 473 pacientes; ‘Datos
disponibles para 472 pacientes; “Datos disponibles para 471 pacientes; Datos disponibles
para 466 pacientes.

Abreviaturas: IMC: indice de masa corporal; VIH: virus de la inmunodeficiencia humana;

UDVP: usuarios de drogas por via parenteral; VHC: virus de la hepatitis C; HDL: lipoproteina
de alta densidad; RH: rigidez hepdtica.

En la tabla 5 se muestran aquellos factores que en esta poblacion mostraron

asociacion univariante con la presencia de EH.

Tabla 5. Anilisis univariante y multivariante de los factores asociados a la EH (N=474).

. Individuos
Individuos con CAP > p p
Variables con CAP < 248 - L ORA (95%Cl) L
dB/m (n=290) 248 dB/m univariante multivariante
- (n=184)

Edad > 49 afios, n (%) 137 (47,2) 103 (56) 0,064 1,18 (0,78-1,80) 0,419
Sexo hombre, n (%) 234 (80,7) 156 (84,8) 0,255 1,29 (0,75-2,23) 0,345
IMC > 25 Kg/m?, n (%) 79 (27,2) 113 (61,4) <0,001 4,02 (2,69-6,00) < 0,001
UDVP, n (%) 204 (70,3) 127 (69) 0,760
Consumo de alcohol >

77 (27,4 53 (30,1 0,532
0 (a/din). 1 () (27,4) (30,1) :
Serologia positiva para
el VHC? 240 (83) 158 (85,9) 0,412
Genotipo 3 del VHC 41 (14,1) 28 (15,2) 0,745
VIH indetectable 198 (68,3) 151 (82,1) 0,001 0,51 (0,31-0,83) 0,007
Glucosa en plasma 2

75 (26 61 (33,3 0,084 1,16 (0,74-1,81 0,512
100 /L. m (41 (26) (33,3) : 16(074-181) O,
Triglicéridos en plasma
> 150 mg/dL, n(%)d 85 (29,4) 62 (34,1) 0,288 1,08 (0,70-1,66) 0,724
Colesterol total en
plasma = 200 mg/dL, 53(18,3) 36 (19,7) 0,718
n(%)°
Colesterol HDL en
plasma = 50 mg/dL, 116 (41) 72 (39,3) 0,724
n(%)°
RH > 9,5 kPa, n (%) 123 (42,4) 78 (42,4) 0,996

“Datos disponibles para 457 pacientes; ®Datos disponibles para 473 pacientes; “Datos disponibles para
472 pacientes; “Datos disponibles para 471 pacientes; *Datos disponibles para 466 pacientes.
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Abreviaturas: ORA: odds ratio ajustada; IC: intervalo de confianza; IMC: indice de masa corporal; UDVP:
usuarios de drogas por via parenteral; VHC: virus de la Hepatitis C; HDL: lipoproteina de alta densidad;
RH: rigidez hepatica.

2. Analisis del estudio de asociacion de genoma completo (GWAS).

Un total de 529.389 SNPs pasaron inicialmente los controles de calidad realizados a los
datos de genotipacién masiva. Después de la imputacién, 7.479.078 variantes fueron

seleccionadas para el posterior andlisis de asociacion.

Se realizé un analisis de componentes principales (CP) (figura 6) entre la poblacion de
estudio con la finalidad de confirmar que nuestra poblacién se encontraba dentro de
los limites establecidos para la poblacidn caucasica. Ademas, no se observé una
elevacién general en el test estadistico (A=1,00), apoyando que la presencia de factores

de confusién era improbable (figura 7).

Figura 6. Diagrama de dispersion del analisis de los componentes principales realizado en

diferentes etnias, incluida la poblacion de estudio.
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Lineas rojas: media de vectores de componentes principales.
Lineas azules: media de vectores de componentes principales 6 desviaciones estdndar (SD).

Abreviaturas: EHG: enfermedad hepatica grasa.

36



Fernandez Fuertes M Resultados

Figura 7. Grafico Quantil-Quantil (Q-Q plot) de valores de X2 observados y esperados en el

estudio de asociacidn génica de SNPs con la EHG en la poblacidn de estudio.

Observados -log(p)

Esperados -loguw(p)

El analisis de asociacidn génica de un solo locus, ajustado por los PC, edad, sexo, carga
viral del VIH e IMC mayor de 25kg/cm? no mostrd ningin polimorfismo asociado a la
presencia de EH (Figura 8) que alcanzara el nivel de significacion estadistica establecida
para los GWAS (5x10®). Sin embargo, 47 SNPs alcanzaron un grado de significacion

establecido como sugestivo de asociacién con la EHG (<5x10°®) (Tabla 6).

Figura 8. Grafico “Manhattan” (Manhattan plot) del estudio de asociacion de genoma

completo (GWAS) en enfermedad hepatica grasa.
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Resultados

3“
N
2 -
o
< -
& p=5x10-%
p=5x10-°
1 3 4 5 6 7 8 9 11 13 16 19
Cromosoma
Tabla 6. Mejores sefiales (p<5x10°) asociadas a la EHG usando el programa PLINK.
Cr SNP BP Al OR;(L95-U95) p Gen
19 rs12463033 3147421 C 0,40; (0,28-0,57) 3,41E-07 GNA15
10  rs1937709 53614940 G 0,46; (0,34-0,63) 1,11E-06 PRKG1
7 rs13241995 47128336 C 2,28;(1,64-3,19) 1,24E-06 TNS3
7 rs13242289 47128360 A 2,28;(1,64-3,19) 1,24E-06 TNS3
7 rs11771084 47130094 G 2,24;(1,61-3,10) 1,39E-06 TNS3
8 rs4909583 137219473 T 0,39; (0,27-0,56) 1,56E-06
11 rs12575636 95311260 G 2,36; (1,66-3,36) 1,67E-06 FAM76B*
9 rs72744185 81688005 G 2,92;(1,87-4,54) 2,16E-06
11 rs11021228 95317063 T 2,06; (1,53-2,78) 2,29E-06 FAM76B*
9 rs72744184 81682111 C 2,92; (1,87-4,55) 2,36E-06
7 rs12702304 47125840 A 2,19; (1,58-3,02) 2,41E-06 TNS3*
8 rs62526627 137194111 G 0,41; (0,28-0,59) 2,66E-06
6 rs11754844 151437963 A 2,18;(1,57-3,03) 3,00E-06 FAM76B*
11 rs11021227 95316718 T 2,03;(1,51-2,74) 3,07E-06 FAM76B*
9 rs7872371 81698615 T 2,87;(1,84-4,46) 3,12E-06
6 rs219986 12208819 T 2,06; (1,52-2,80) 3,47E-06 EDN1*
8 rs28712545 137180822 G 0,40; (0,27-0,59) 3,48E-06
11 rs4409785 95311422 C 2,31; (1,62-3,28) 3,51E-06 FAM76B*
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6 rs7765164 151437556 C 2,23;(1,59-3,13) 3,68E-06 MTHFD1L*

13 rs7323381 30758840 T 0,40; (0,27-0,59) 3,75E-06 KATNAL1*

11 rs11021232 95320808 C 2,27; (1,60-3,22) 3,93E-06 FAM76B*

6 rs219985 12208665 T 2,06; (1,51-2,79) 4,01E-06 EDN1*

10 rs1937707 53614863 G 0,48; (0,35-0,66) 4,36E-06 PRKG1

6 rs13197864 151440688 T 2,14; (1,55-2,97) 4,70E-06 MTHFD1L*

6 rs11754832 151438091 T 2,23;(1,58-3,14) 4,78E-06 MTHFD1L*

9 rs10122051 81694000 T 2,72;(1,77-4,17) 4,82E-06

5 rs17597395 110837447 C 0,44; (0,30-0,62) 4,97E-06 STARD4

* Gen mds cercano (< 200 kilobases).

Abreviaturas: Cr: cromosoma; SNP: polimorfismo de nucledtido simple; BP: posicién de la base segln
“UCSC genome browser (NCBI37/hg19)” y “dbSNP build 142”; Al: alelo menor; OR: odds ratio; IC:
intervalo de confianza.

3. Analisis basados en la asociacion de genes completos.

El programa Magma se usd para llevar a cabo el andlisis basado en la asociacién de
genes completos. Los genes MTAP, MYH13 y CREG1 fueron los que alcanzaron el mejor
valor de p corregido por multiple testado considerandose como sugerentes de
asociacion significativa (p<10"4). En la tabla 7 se muestran los 175 mejores genes
asociados a la EHG y ordenados segun el parametro “p-SNPwise mean” calculado por

Magma.

Tabla 7. Mejores 175 genes asociados a la EHG usando el programa Magma.

Cr BP_START BP_STOP NSNPS NPARAM P_SNPWISE_MEAN Gen

9 21752635 21991040 535 46 3,81x10-6 MTAP
17 10151401 10326322 521 72 5,72x10-5 MYH13
1 167460250 167573056 450 63 8,66x10-5 CREG1
5 110781731 110898234 262 43 0,00014113 STARD4
2 50095643 51309674 3629 126 0,00019863 NRXN1
8 10413859 10562617 527 65 0,00021598 RP1L1
14 51050298 51185071 359 28 0,00021923 SAV1
17 73579514 73687486 293 40 0,00023911 SMIM5
3 185250284 185398889 302 26 0,00026465 SENP2
5 134620071 134785645 331 49 0,00032239 H2AFY
14 50949800 51149786 400 31 0,00038426 ATL1

3 185175570 185320369 296 32 0,00039751 LIPH

4 72003003 72487804 932 71 0,00040585 SLC4A4
17 73572925 73713270 375 46 0,00047502 RECQL5
5 159724761 159847657 310 40 0,00047928 C1QTNF2
8 145896294 146031285 223 33 0,00051599 ZNF251
13 46736083 46900944 478 50 0,00052258 LRRC63
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11
22
19
11
15
11
17
11
19
16

18
17
17
16
14
11
12
22

15
12
14
16

118792417
46706731
3044408
118818843
34994642
118836422
73592274
118839241
3128250
76261176
145517148
148345631
12258218
9679152
9751027
75132392
58825370
118777008
56096247
46681298
145948499
85241818
56161806
58812644
87286404
88506009
147393535
12278943
145965152
28646093
9490045
180551146
145974261
56164744
58844103
128288813
50539390
71194476
74912752
46642638
55142267
3086191
61360522
56179214
179015480
50521143
28605513
67646850

118901997
46983067
3171468
118936455
35096782
118939057
73694057
118944384
3230335
76643135
145712542
148548202
12376568
9844269
9858684
75256132
58944232
118879269
56261540
46803237
146062725
85399663
56264959
58925419
87401468
88688350
147566925
12427275
146067805
28876881
9645486
180909415
146085461
56274337
59065549
128419719
50645058
71962136
75014997
46779596
55317291
3213766
61519649
56286767
179161014
50642603
28712478
67750628

279
1103
569
264
408
243
227
243
478
1485
288
400
330
636
412
537
110
242
177
377
250
365
110
107
501
298
733
426
246
574
392
705
287
116
226
394
162
2062
96
425
870
590
407
114
267
192
234
124

31
96
84
29
64
34
34
33
69
74
29
36
30
61
47
50
30
37
44
24
23
32
33
30
41
41
27
38
21
22
37
45
23
34
43
31
24
91
26
23
37
88
50
35
27
25
25
29

0,00053282
0,0005343
0,00056041
0,00056449
0,00058756
0,00068441
0,00069979
0,00078172
0,00084108
0,00093502
0,00093614
0,00093832
0,00094101
0,00094428
0,00095155
0,00095356
0,00098138
0,0010331
0,0010438
0,0010517
0,0010581
0,001084
0,0011476
0,0011686
0,0012033
0,0012651
0,0013431
0,00137
0,0014267
0,0014873
0,0014922
0,0015112
0,0015918
0,0016438
0,0016842
0,0016981
0,001762
0,0017792
0,0018245
0,0018257
0,0018837
0,0018874
0,0018884
0,0018909
0,0020787
0,0021017
0,0021113
0,0021999

Resultados

FOXR1
CELSR1
GNA11
CCDC84
GJD2
RPS25
SMIM6
TRAPPC4
S1PR4
CNTNAP4
HHIP
cuL1
TUBB6
GLP2R
RCVRN
ZFP1
TIMM9
UPK2
SARNP
TRMU
ZNF34
ZNF592
ORMDL2
TOMM20L
Cl6orf95
NAA35
SPINK5
AFG3L2
RPL8
PHACTR4
LHFPL4
XPR1
ZNF517
DNAJC14
KIAA0586
RPN1
KCNRG
CALN1
CXCL2
GTSE1
GFRAL
GNA15
SLC16A9
MMP19
MFN1
TRIM13
MED18
ENKD1
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176936985
15083094
100792755
118845061
67650662
26736894
4656393
67644851
91411264
167549474
87312942
46613861
100112326
12204318
67641415
148454464
107770879
35030297
27677399
97373153
54335467
4151278
148311713
113380935
67629030
225915515
26945362
9389384
27375300
139954992
67658436
93619237
97617722
96711239
85904391
167349877
178991551
112201354
10243642
16403626
51136481
109681877
74458187
37853669
28782455
95170802
147713498
46601560

177153979
15218674
101046640
118951616
67752661
26846686
5005778
67746681
91584700
167727933
87475708
46739905
100809037
12327594
67744718
148631441
108569460
35137927
27900369
97503900
54460906
4279659
148492737
113616386
67741472
226028168
27063991
9569838
27531621
140059204
67803273
93723459
97748415
96812625
86029377
167537847
179103325
112330810
10375267
16522520
51347839
110273799
74615623
38075960
28915708
95347775
147872399
46709277

836
328
477
257
120
366
1089
123
556
582
626
373
1411
361
126
373
2655
427
867
368
224
451
475
815
135
368
421
391
255
227
157
298
382
550
372
593
250
308
264
265
561
1733
14
488
279
409
271
324

52
41
47
33
28
45
91
28
21
72
54
23
70
48
29
39
213
80
71
30
60
63
38
59
29
46
48
41
31
42
28
43
38
32
47
98
30
19
34
32
61
96

53
24
38
31
24

0,0023004
0,0023639
0,0023896
0,0024144
0,002427

0,0024341
0,0024381
0,002454

0,0024792
0,0025517
0,0025659
0,0026036
0,0026069
0,0026881
0,002738

0,002846

0,0028867
0,0031082
0,0031689
0,0032204
0,0032445
0,0032743
0,0032839
0,0034009
0,0034043
0,0034089
0,0035109
0,0035806
0,0036111
0,0036299
0,0036358
0,0036635
0,0036777
0,0037096
0,0037205
0,003782

0,0038158
0,003862

0,0039194
0,0039345
0,003939

0,0039508
0,0039663
0,0039745
0,0039965
0,0040403
0,0041961
0,0042339

Resultados

WDR17
PMP22
WDR25
SLC37A4
Cl6orf86
RNF6
CDYL
PARD6A
KIF208B
RCSD1
FBX031
TTC38
AFF3
CIDEA
ACD
EZH2
FAM155A
ACTC1
SCARA5
TCTN3
PRKCG
ADRA1D
SH3TC2
MUSK
RLTPR
SRP9
CRYBB1
SETD5
SLC9A1
DPP7
GFOD2
Cl4orf142
C10o0rf131
PDHA2
CDHR1
CD247
ZNF639
ATG3
MYH8
ZNF287
NIN
COL25A1
GTF2IRD2B
CTDSPL
RCC1
ELL2
FBX038
PKDREJ
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10

16

17

20
22
14
10

14

10

20
20

11

16

12
16

21
16
16
16
19
10
22
16

22
12
10
16
10

85930241
111253274
188866925
75187994
185311527
101135196
3293305
146002855
413338
22788767
50835211
11734356
76874537
94997706
214111278
2621603
104986919
74391223
198619426
42774579
55693809
185582356
118864896
6425292
182563036
57960339
34501425
56087064
67971293
119266695
179063876
38689859
67927377
67918407
75095758
54362704
105077724
26967928
67959566
172328757
39232474
46589910
68638346
105012553
67913473
105098807
180832313
48123489

86035339
111397299
188976199
75291072
185592827
101254601
3467146
146122893
574482
22913505
51049376
11856065
76984522
95109457
214264853
2754436
105100108
74539717
199064608
42889702
55891707
185705924
118977951
6534724
182703502
58072020
34640713
56196665
68084493
119398658
179219371
38937679
68052597
68020780
75200670
54497195
105198822
27076636
68064452
172464643
39340330
46696193
68776161
105160891
68015778
105206270
180970745
48698563

340
539
429
491
506
257
603
278
367
549
405
491
301
468
286
535
168
15

754
318
592
296
263
306
330
242
298
127
181
463
301
633
193
152
313
288
148
371
163
413
527
315
349
187
145
136
287
428

41
32
68
42
51
43
64
23
57
40
45
46
51
56
52
72
30

37
44
58
41
38
25
49
47
41
35
28
45
36
40
27
26
32
65
29
44
26
40
42
26
45
30
25
28
53
37

0,0042383
0,004244

0,0042679
0,0043039
0,0043324
0,0043817
0,0044217
0,0046666
0,0047032
0,0047978
0,0048281
0,0048395
0,004939

0,0049537
0,0049672
0,0050281
0,0050402
0,0050514
0,0050946
0,0051799
0,005184

0,0051932
0,005194

0,0052114
0,0052764
0,0053237
0,0053264
0,0053534
0,0055612
0,0055847
0,0056496
0,0056521
0,0056681
0,0057227
0,0057484
0,0057989
0,0058051
0,0058271
0,0059167
0,0059692
0,0059864
0,0060364
0,006045

0,006067

0,0060893
0,0061025
0,0061236
0,0061242

Resultados

LRIT2
RPF2
ZFP42
CTRB2
IGF2BP2
VCAM1
SPATA22
ZNF7
CSNK2A1
ZNF280B
MAP4K5
ECHDC3
oTP
SERPINAS
PROX1
TTYH3
INA
WBSCR16
PLCL1
OSER1
BMP7
TRA2B
HYOU1
HES2
RGS8
TEPP
CNTFR
GDF11
DPEP2
PLA1A
GNB4
DYRK1A
SLC12A4
PSMB10
LDHD
CACNG7
TAF5
CRYBA4
DPEP3
CYBRD1
KCNK16
CDPF1
MDM1
PCGF6
CTRL
USMG5
KIAA1614
SPIDR
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7 87784430 87906308 159 30 0,0061798 SRI

10 104955644 105057773 200 34 0,006205 RPEL1

15 85162768 85309691 322 30 0,0062197 SEC11A

14 94977779 95086243 444 48 0,0062636 SERPINA4
11 355716 467454 347 49 0,0063717 SIGIRR

22 42404338 42516852 217 24 0,006372 NAGA

7 82943222 83328479 1262 60 0,0064511 SEMA3E
11 94848677 95015705 353 59 0,0064644 SESN3

1 28829529 28955057 209 30 0,0064686 TRNAU1AP
11 367930 492011 349 45 0,0064971 ANO9

16 67923787 68028656 163 26 0,0065199 LCAT

14 93601296 93703431 380 39 0,006531 TMEM251
17 3286164 3387135 298 26 0,0065399 ORI1E2

16 68005177 68107770 167 24 0,006579 DDX28

Abreviaturas: Cr: cromosoma; BP: posicidon de la base segliin comienzo (START) o terminacién (STOP)
seglin “UCSC genome browser (NCBI37/hg19)” y “dbSNP build 142”; NSNPS: nimero de SNPs en la
region; NPARAM: niumero de SNPs usados en el andlisis.

4. Analisis de enriquecimiento.

Finalmente, se analizd si los mejores 175 genes asociados a la EHG, segun el estudio de
asociacion de genes completos, estaban significativamente aglutinados en categorias
especificas del GO para procesos biolégicos, pero no se obtuvo ninglun resultado

significativo.

5. Analisis de los SNPs previamente asociados a la enfermedad hepatica grasa en

poblacion general en estudios de GWAS.

De los 36 SNPs previamente asociados a la EHG en estudios de GWAS (ver anexo ),
solo 22 fueron genotipados o imputados en nuestra poblacidn. En la tabla 8 se
muestran los resultados referentes a estos SNPs obtenidos en nuestro GWAS sobre la
EHG en PVIH. Ningun polimorfismo se asocié con la EHG al nivel de significacién

establecido para este analisis (p<0,05).
Tabla 8. Resultados de asociacidon génica en nuestra poblacién de aquellos SNPs previamente

asociados a la EHG en diferentes poblaciones (ver anexo 1) en los estudios de GWAS realizados

hasta la fecha. Se indica la direccidon del efecto del alelo menor en cada estudio.
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Efecto

Resultados

OR(95%IC)*

SNP Cr Gen A1/A2 reportado Referencia p

0,719 0,95 (0,70-

rs2642442 1 MARCI c/T Riesgo 40 ’ 95 (0,

1,28)
rs1260326 2 GCKR T/C Riesgo 4036 0,509 1'15 i%)g}
1,08 (0,81-

rs780094 2 GCKR A/G Riesgo 3239 0,615 "l z(13')
1,06 (0,77-

rs1919127 2 GKCR c/T Riesgo 42 0,705 "l l(l 6')
HSD17B1 1,00 (0,72-

rs9992651 4 A/G Proteccion 42 0,993 0010,

3 1,39)
0,88 (0,65-

rs2954038 8 TRB1 c/T Riesgo 3 0,402 ’ ) i 9')
0,88 (0,65-

rs2980888 8 TRB1 T/C Riesgo 3943 0,402 ’ ) i 9')
rs2954021 8 TRB1 A/G Riesgo 39 0,753 1'015 é%';g'
rs28601761 8 TRB1 c/G Riesgo 36 0,802 1'Of é%';g'
rs17321515 8 TRB1 G/A Proteccidn 40 0,850 1'Of ;(;')78'
0,99 (0,52-

rs10500212 19  PBX4 T/C Riesgo 42 0,961 ’ . é 6')
rs58542926 19 TMG6SF2 T/C Riesgo 3942 4537 0,849 1'026 ((J%')W'
MAU2/T . 394036 1,27 (0,65-

rs73001065 19 VIGSE2 C/G Riesgo 0,482 2.49)
rs429358 19  APOE c/T Proteccidn 40 0,434 1'25 é%’fs'
0,98 (0,70-

rs3747207 22 PNPLA3 A/G Riesgo 36 4043 0,906 ’ ) ; 6')

35

0,96 (0,69-

rs738409 22 PNPLA3 G/C Riesgo ~ 39424337433846474 876 7] é 4')

8 ’

0,89 (0,62-

rs12483959 22 PNPLA3 A/G Riesgo 37 0,531 ’ . ; 8')
rs2281135 22 PNPLA3 A/G Riesgo 37 0,379 0'815 éc;,)sg-

44



Fernandez Fuertes M

rs2294915 22 PNPLA3 T/C

rs5748926 22 IL17RA T/C

rs2143571 22 SAMMS50 A/G

rs2073080 22 SAMMS50 T/C

Riesgo

Riesgo

Riesgo

Riesgo

43

3748

37

0,858

0,798

0,856

0,933

Resultados

0,97 (0,70-
1,34)

0,96 (0,72-
1,29)

1,03 (0,74-
1,44)

1,02 (0,73-
1,42)

“Andlisis ajustando por edad, sexo, carga viral del VIH e IMC.

Abreviaturas: Cr: Cromosoma; SNP: polimorfismo de nucledtido simple; Al: alelo menos frecuente (alelo
al que se refiere el efecto); A2: alelo mas frecuente (alelo de referencia); OR: odds ratio; IC: intervalo de

confianza.
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8. Discusion

En la presente tesis doctoral, se pone de manifiesto, por un lado, y en relacién a la
evaluacién de la infeccion por el VIH en el riesgo de desarrollar la EHG, que la
prevalencia de la EHG en los pacientes coinfectados por el VIH y el VHC es similar a la
observada en los pacientes monoinfectados por el VHC. Estos resultados sugieren que
la infeccién por el VIH no influye en el desarrollo de la EHG en pacientes con hepatitis

C crénica.

Por otro lado, en relacidn a los factores genéticos asociados a la EHG en las PVIH no se
detectd ningun SNPs, gen completo o ruta molecular asociado significativamente con
la EHG. No obstante, se obtuvieron sefiales sugestivas de estar asociados que no han
sido descritas en la poblacién general. Estos resultados ponen de manifiesto que, en
primer lugar, los factores genéticos implicados en la susceptibilidad a desarrollar la
EHG en la poblacidn general no tienen relevancia en las PVIH; y que, en segundo lugar,
la susceptibilidad a desarrollar la EHG en las PVIH los factores genéticos pueden tener
un peso especifico pequeno y, por tanto, no detectable con tamafios muestrales

moderados.

La prevalencia de la EHG en la infeccion por el VIH, estimada mediante CAP, ha
oscilado entre el 39% y el 41% en diferentes estudios realizados de forma

24899 En la poblacion general, se

independiente en distintos paises occidentales
espera que la frecuencia de la EHGNA afecte al 25% de los individuos, en el caso de
EEUU. No obstante, a pesar de esta marcada diferencia en los datos de prevalencia
entre las PVIH y la poblacion general, se carece de estudios que hayan realizado
comparaciones directas de grandes muestras de poblacion no seleccionada con y sin
infeccidn por el VIH. En un estudio retrospectivo reciente realizado por Sansom et al.,
la frecuencia de EH, evaluada por CAP, fue mayor en los individuos infectados por el
VHC que entre los pacientes coinfectados por el VIH y el VHC?". La prevalencia de un
valor de CAP igual o mayor de 238 dB/m fue del 29,5% para los pacientes coinfectados
y del 42,9% para los pacientes monoinfectados por el VHC. Sin embargo, no se realizé

un analisis comparativo de los factores de riesgo para el desarrollo de la EH. Por lo

tanto, no es posible interpretar de forma inequivoca estos resultados como debidos a
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un efecto de la infeccién por el VIH o como consecuencia de una distribucién diferente
de los factores de riesgo metabdlicos. Ademas, la poblacién de estudio descrita por
Sansom et al. era principalmente afroamericana. Dado el notable efecto de la etnia en
la probabilidad de desarrollar la EHGNA®, no es posible extrapolar los resultados de

Sansom et al. a poblaciones caucasicas como fue la nuestra.

En nuestro estudio, en contra de lo que inicialmente se esperaba, las tasas de EH,
mediada por CAP, entre los pacientes con infeccion por VHC seguidos en un unico
centro de atencidn terciaria, fueron similares a las de aquellos con coinfeccién por el
VIH y el VHC. No obstante, existian una serie de diferencias entre ambos grupos que
podrian haber influido en la frecuencia de la EH observada. En particular, la poblacién
monoinfectada por el VHC mostraba una mayor proporcion de pacientes con
sobrepeso u obesidad mientras que la poblacidn de pacientes coinfectados por el VIH 'y
el VHC presentaba mayores niveles de triglicéridos en plasma y menores niveles de
colesterol HDL en plasma. Tras ajustar por los factores asociados con la EH, incluidos
los mencionados anteriormente, la infeccidn por el VIH no se asoci6 significativamente
a una mayor probabilidad de desarrollar la EH. De hecho, un andlisis estratificado por
IMC, considerado el factor predictivo mds fuerte de la EH por este estudio y otros

23248990 1o reveld ninguna diferencia significativa en las tasas de EH por

precedentes
categoria de IMC, entre los pacientes con y sin infeccidén por el VIH. Por ultimo, un
analisis en el se excluyeron los pacientes con una ingesta de alcohol igual o superior a
50 g/dia, tampoco mostrd diferencias significativas entre ambos grupos. Por todo ello,
el riesgo de desarrollar la EHG parece ser similar en los pacientes con hepatitis C
cronica con y sin infeccion por el VIH. Apoyando estos resultados, Machado MV et al.,
en un meta-analisis llevado a cabo en 2010 con pacientes coinfectados sometidos a
biopsia hepatica, concluyen también que no existia diferencia en la frecuencia de EH
entre coinfectados con el VIH y el VHC y monoinfectados por el VHC?. No obstante, la
informacién proporcionada por este meta-analisis sobre el riesgo de desarrollar EH
inherente a la infeccion por el VIH era muy limitada. Esto se debe a que, al estar el
estudio basado en biopsias hepdticas, un método invasivo no exento de riesgos, las

poblaciones seleccionadas pueden no ser representativas de las poblaciones de

monoinfectados y coinfectados, debido a sesgos de seleccién.
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En lo referente al efecto del TAR en la aparicion de la EHG en las PVIH, se trata de un
tema controvertido y dificil de determinar. La posible implicacion del TAR reportada
recientemente como un factor relacionado con el aumento de peso y con el desarrollo
de la EH en pacientes monoinfectados por el VIH, esta relacionada con el mayor
cambio de peso observado en pacientes con TAR basado en TAF que el observado para
un TAR basado en TDF°®*°. No obstante, estudios observacionales amplios con
pacientes no seleccionados, no encuentran una asociacion inequivoca del TAR con la
EHG>>%. Por otro lado, no se ha asociado de forma general el tipo de TAR recibido en
el momento de la medicion por CAP con la presencia de la EHG en nuestra

poblacién®**.

Este resultado viene avalado también por el hecho de que no
encontremos una asociacion significativa entre la infeccion por el VIH y el desarrollo de
la EHG, tal y como hemos puesto de manifiesto en el estudio realizado para cumplir
con el primer objetivo y en donde la mayoria de los individuos infectados por el VIH
estaban en tratamiento antirretroviral. Sin embargo, como se comenté en Ia
introduccidn de esta tesis, ha sido sugerido por varios estudios que la supresién o el
cambio de tratamiento podria suponer una alteracién en el desarrollo de la EHG*" %%,
Teniendo en cuenta todo esto, junto con el caracter multifactorial de la EHG, es posible
gue existan interacciones entre marcadores genéticos y otros condicionantes no
estudiados (tipo de TAR, virales, metabdlicos) que sean importantes para determinar
el riesgo y que no han podido ser analizados en el presente trabajo. Esto podria
explicar, en parte, la ausencia de resultados robustos en el estudio genético para una
enfermedad con tan alto componente hereditario. A pesar de ello, habria que explicar
el por qué, siendo los condicionantes genéticos distintos, la frecuencia de la EHG no es
diferente en individuos con y sin infeccidén por el VIH. De nuevo, el importante efecto
de los factores metabdlicos como la obesidad podria estar en la base de esta
observacion. Son necesarios nuevos estudios con tamafos muestrales mas elevados
para abordar todas estas cuestiones.

Finalmente, tampoco podemos descartar de manera inequivoca que la diferencia en la
prevalencia reportada para la poblacién general™ y la reportada para las PVIH**2%2®
pueda ser debida una infravaloracion de la verdadera frecuencia de la EH en la

poblacién general®.
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En cuanto a los factores genéticos y las rutas metabdlicas que podrian estar implicadas
en la apariciéon de la EHG, aunque ninguin marcador genético alcanzd el nivel de
significacion estadistica necesario para establecer una asociacidon directa con Ia
aparicion de la EHG, algunos polimorfismos mostraron asociaciones sugestivas con la
aparicion de la EH en las PVIH. El locus que encabeza nuestro listado esta ligado al gen
GNA15, que codifica para una subunidad de una proteina G heterotrimérica de la

membrana plasmatica. Esta proteina se ha relacionado con tumorigénesis® >’

y el
desarrollo de la DMT1 por su posible papel en la apoptosis de las células secretoras de
. . 98 . , .

insulina™. De confirmarse su papel cémo factor de riesgo en el desarrollo de EH en las
PVIH, habria que determinar si el mecanismo implicado podria ser la desregulacion de
la secrecidn de insulina, una hormona anabdlica que favorece el acumulo de grasa.
Curiosamente, varios de los polimorfismos mas sugestivos de asociacién estan ligados
a los genes TNS3 y FAM76B. El primero esta relacionado con la proliferaciéon y la

100,101 " por sy parte, la proteina

migracion celular® y, también con tumorigénesis
FAM76b se ha identificado dentro del compartimento speckles del nicleo celular'®
implicado en el splicing para la generacidon de los ARN mensajeros maduros. Ambos
genes estdn relacionados con procesos bioldgicos cuya desregulacién puede tener un
efecto en el correcto funcionamiento celular que, en determinados contextos
genéticos, fisioldgicos y ambientales, podrian influir en el desarrollo de la EHG. De

confirmarse nuestros hallazgos, el papel especifico de estos genes en el riesgo a

desarrollar la EHG debera ser estudiado en modelos bioldgicos.

Por otro lado, en el andlisis de asociacidon de genes completos, las sefiales mas fuertes
estuvieron asociadas a los genes MTAP y GRECG1. Asi, se ha reportado que la baja

193 como con la enfermedad

expresion del gen MTAP esta relacionada tanto con el CHC
hepatica crénica’®, considerandose como un posible biomarcador de la progresién a
CHC. Aunque este gen parece estar mas relacionado con estadios avanzados de la
enfermedad hepdtica, no existen estudios que lo relacionen con la aparicién de la EH.
El otro gen, asociado sugestivamente a la EH en nuestra poblaciéon es CREG1. CREG1
codifica para una glicoproteina recientemente relacionada en el control de la obesidad

inducida por la dieta, asi como con los procesos relacionados con la DMT2, la

hiperlipidemia y SM tanto en ensayos funcionales como en modelos murinos in vivo'®~
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19 En este sentido, Tian et al. en 2017 muestran que en ratones heterocigotos

(creg1”),

bajo una dieta hipercaldrica, se produce un aumento plasmatico de
citoquinas proinflamatorias, asi como la propia inflamacion del tejido adiposo que da
lugar al desarrollo de obesidad y un aumento en la EH, dislipemia y resistencia a la
insulina'®. En esta misma linea, Hashimoto et al. en 2019 reportan el posible
mecanismo molecular a través del cual CREG1 activaria la formacién de tejido adiposo
pardo (“browning”), impidiendo el desarrollo de la obesidad y las patologias asociadas

a ésta’®®

. Asi, este mecanismo implica que una dieta hipercaldrica activaria el sistema
nervioso simpatico en lo que se denominaria termogénesis adaptativa que conllevaria
una induccién de la expresién de CREG1 que as su vez produciria un aumento en la
formaciéon de tejido adiposo pardo, del “browning”, y una sobreexpresion de la
proteina UCP1 con el consecuente aumento de la termogénesis y la disminucion del

desarrollo de la obesidad®®®1°®

. Interesantemente, un trabajo llevado a cabo por
Agarwal et al. en 2021 destaca la importancia de la proteina viral R (Vpr) en la
desregulacién del proceso de termogénesis en el tejido adiposo y en el metabolismo
lipidico hepatico, tanto en modelos de ratones transgénicos como en muestras de
biopsias de PVIH''%*!, Este proceso tiene también como protagonista el incremento
en la expresion de UCP1 en adipocitos del tejido adiposo blanco dando lugar a la
apariciéon de adipocitos “beige” o “brite” involucrados en la alteracion del proceso de
la termogénesis. Alteraciones vinculadas con perturbaciones metabdlicas relacionadas
con la dislipemia y la resistencia a la insulina han sido observadas de forma similar en
pacientes VIH tratados y con cargas virales inferiores a 50 copias/lelO. Brevemente,
las PVIH presentan Vprl circulando en sangre, independientemente de estar bajo TAR
y con cargas virales suprimidas. Por otro lado, en este estudio reproducen, en modelos
de ratones transgénicos con Vprl en sangre, los defectos metabdlicos relacionados
con la infeccidon por el VIH (hiperglicemia, resistencia a la insulina, EH, lipolisis
acelerada y disminucidn de la masa grasa). Aunque en este trabajo no se hace mencidn
a CREG], seria interesante dilucidar el posible papel de esta proteina en este proceso
de desregulacidon en pacientes infectados por el VIH donde, en un contexto en el que
Vprl estd circulando en sangre, la sobreexpresion de UCP1 podria estar mediada por
nuestro gen candidato CREG1 . Todo esto podria sugerir que una posible interaccién

entre las rutas moleculares o procesos bioldgicos, en los que estan implicados CREG1 y
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UCP1 podria explicar la importancia de CREG1 en el desarrollo de la EH en la poblacién
infectada. Sin embargo, antes de estudiar esa posible interaccidn, es prioritario validar
la asociacion del gen CREG1 con la EH en las PVIH mediante estudios funcionales y de
asociacion génica. En la figura 7 se muestran los genotipos que se han llevado a cabo
en la regién gendmica de CREG1 y el SNP que ha mostrado mejor valor de p de
asociacion. Esta informacidn facilitara la validacion de nuestros resultados en futuros

trabajos que se realicen en nuestro grupo o en otros grupos de investigacion.

Figura 7. Representacion por LocusZoom (http://locuszoom.org/) de aquellos SNPs asociados
con la EHGNA en la regiéon gendémica del locus CREG1. El SNP en purpura (rs7513428)

representa la mejor asociacién.
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Es importante destacar que ninguno de los SNPs que se asociaron a la EHG en estudios
de asociacién génica masiva en poblacidn general, ni siquiera el mas frecuentemente
validado (rs738409) y ligado al gen PNPLA3, se asociaron a la EHG en nuestra poblacion
de PVIH, ni siquiera de forma nominal (p<0,05) (tabla 8). Este resultado ya fue
previamente reportado, parcialmente, por nuestro grupo49. Aproximadamente la

mitad de la poblacién de estudio incluida en ese trabajo previo es la misma que se
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incluye en el presente estudio, por lo que la falta de asociacion podria estar
condicionada por este hecho. Sin embargo, esta falta de asociacion también fue

052 En ese mismo estudio de Macias et al. se observé

comunicada por otros autores
un polimorfismo de LPPR4 (rs12743824) asociado a la EHG*. Sin embargo, ese
marcador no ha sido incluido dentro de los SNPs estudiados en el presente trabajo, vy,

por tanto no ha sido posible su validacion.

Tomados en su conjunto, nuestros datos sugieren que los condicionantes génicos de la
EHG en las PVIH pueden ser diferentes a los de la poblacién general, pero, ademas,
pueden tener un efecto marginal, sobre todo teniendo en cuenta el enorme efecto que

tienen los condicionantes metabdlicos.

El presente estudio tiene algunas limitaciones. En primer lugar, y en relacién al estudio
llevado a cabo para alcanzar el objetivo 1, éste se diseid como un estudio
retrospectivo y este disefio puede implicar una limitacién en la recopilacién de datos
no planificados en la practica clinica habitual, como seria el caso de la determinacién
de la resistencia a la insulina. No obstante, todos los pacientes atendidos en nuestra
Unidad, se someten al mismo protocolo en su visita clinica inicial, incluida la evaluacién
de esteatosis por CAP que solo no estuvo disponible en aquellos pacientes en los que
fue imposible la obtencidén de imagenes. En segundo lugar, el consumo de alcohol fue
autorreferido por los pacientes durante la entrevista clinica y esto podria subestimar la
cantidad real de consumo de alcohol y su efecto real sobre el desarrollo de la EHG. En
tercer lugar, la EH en el presente estudio podria ser debida a una mezcla de causas que
van desde la verdadera EHGNA asociada con factores metabdlicos hasta la esteatosis
secundaria relacionada con la infeccidn por el genotipo 3 del VHC. A pesar de esto, los
principales factores asociados con la EHG en el presente estudio fueron los factores
metabdlicos tipicamente asociados a la EHGNA. Incluso teniendo en cuenta estos
aspectos, es importante sefialar que la principal fortaleza de este estudio es la
comparacion de la prevalencia y los factores asociados a la EH en una poblacion
homogénea dentro de la misma Unidad, segun el mismo protocolo y evaluados con

una técnica uniforme a lo largo del estudio.

En cuanto a las limitaciones relacionadas con el estudio para alcanzar el objetivo 2, en

primer lugar, se utilizd un numero de pacientes relativamente bajo para llevar a cabo
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un GWAS. Asi, este estudio tuvo una potencia del 80% para poder detectar alelos con
una frecuencia de 0,35 que tuvieran un tamafio de efecto (odds ratio) de 3,4 al nivel de
significacion exigido para estos estudios. Por tanto, aunque si es suficiente para
detectar efectos potentes, no lo es para detectar tamafos de efecto relativamente
bajos como es el caso de la mayoria de los efectos de locus discretos en las
enfermedades multifactoriales como la EHG. Sin embargo, el tamafio muestral usado
fue mds que suficiente para validar los SNPs previamente asociados a la EH en la
poblacién general. Sin embargo, ninguno de los que fueron incluidos en nuestro
estudio mostraron asociacién nominal con la enfermedad. A pesar de todo, y hasta
donde alcanza nuestro conocimiento, este estudio supone el primer GWAS llevado a
cabo en la EGH en PVIH. Segundo, no se incluyé una muestra de validacion. Por este
motivo, son necesarios estudios de validacion de aquellas sefiales identificadas como
sugestivas de estar asociadas para confirmar nuestros resultados. Tercero, se
incluyeron pacientes con infeccidn activa por el VHC y/o con carga viral detectable del
VIH que podrian haber distorsionado los resultados. Sin embargo, el efecto de estos
factores, seglin hemos visto en esta tesis, no parece ser determinante en la aparicion
de la EGH. A pesar de ello, nuestros resultados se ajustaron por todos aquellos factores
asociados a la EHG en esta poblacion especifica. Finalmente, se incluyeron en este
estudio sdélo aquellos pacientes de los que se disponia de una muestra de ADN por lo
gue es posible que haya desviaciones no controladas. A pesar de ello, volvemos a
constatar que las principales sefales involucradas en la susceptibilidad a la EHG en Ila
poblacién general no se observan en las PVIH, tal y como previamente ya habiamos

reportado49.
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9. Conclusiones

1. La infeccidn por el VIH no parece estar relacionada con el desarrollo de la

EHG.

2. El factor mas importante de riesgo para desarrollar EHG en las PVIH es la

obesidad.

3. Los factores genéticos implicados en el riesgo a desarrollar EHG en la

poblacién general no tienen efecto en las PVIH.

4. Los resultados obtenidos en los estudios de asociacidon genética sugieren la
implicacion de otros genes diferentes a los observados en la poblacion

general en el desarrollo de la EH en las PVIH.
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11.

Anexos

Anexos

Anexo I: Polimorfismos genéticos identificados en estudios GWAS como
asociados con la susceptibilidad a desarrollar EHGNA. Se indican los
tamanos de efecto, los fenotipos concretos analizados y las etnias sobre
las que se han realizado cada uno de los estudios.

SNP Cr Gen A1/A2 Fenotipo Efecto® Etnia Ref
Diagndstico »
rs2642442 1 MARC1 C/T  EGHNA por 1,15(1,10-  Poblacién 20
. 1,20) europea
codigos Read
Poblacion
Amish
rs12137855 1 LYPLAL1 C/T  EH medida por CT 0,08 mishy 35
europea
(Meta-GWAS)
; Adolescentes 4
rs12743824 1 LPPR4 C/A  EH medida por CT 2,30 )
caucasicos
Diagndstico »
0,87 (0,84- Pobl
rs1260326 2 GCKR T/C  EGHNA por 87 (0, oblacion 40
. 0,91) europea
codigos Read
FrGNA Poblacion
rs1260326 2 GKCR T/C  caracterizada 0,11 36
. europea
clinicamente
Poblacion
rs780094 2 GCKR  A/G EHmedidaporCT 0,06 Amish y 3
europea
(Meta-GWAS)
3 Poblacion 39
rs780094 2 GCKR A/G  EHGNA por RM 8,47x10
europea
FrGNA Poblacion
rs1260326 2 GKCR T/C  caracterizada 0,11 36
. europea
clinicamente
EHGNA 5
rs1919127 2 GKCR C/T  caracterizada 131(1,13-  Poblacién 42
. . 1,44) europea
histoldgicamente
EHGNA 5
(9992651 4 HSDIZBI3 A/G caracterizada O > (0670 Poblacion g,
0,83) europea

histoldgicamente
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rs2645424

rs2954038

rs2980888

rs2980888

rs2954021

rs28601761

rs17321515

4 GC

6 LMBRD1/
COL19A1

6 LMBRD1/
COL19A1

8 FDFT1

8 TRB1

8 TRB1

8 TRB1

8 TRB1

8 TRB1

8 TRB1

C/G

A/G

A/G

T/C

C/T

T/C

T/C

A/G

C/G

G/A

EH medida por CT

Contenido graso
por RM

Contenido graso
por RM

Clasificacion
histoldgica para
EHGNA

EHGNA
caracterizada
clinicamente

EHGNA
caracterizada
clinicamente

EHGNA por RM

EHGNA por RM

EHGNA
caracterizada
clinicamente

Diagndstico
EGHNA por
codigos Read

2,54

0,18

0,18

0,76

1,35 (1,20
-1,52)

1,36 (1,20-
1,53)

0,01

1,06x10

0,12

0,86 (0,82-
0,89)

Anexos

Adolescentes
caucasicos

Poblaciones
afroamericana,
de ascendencia

europea,
hispana y otras
ascendencias.

Poblaciones
afroamericana,
de ascendencia

europea,
hispana y otras
ascendencias.

Mujeres

caucasicas

Poblacién
europea

Poblacién
europea

Poblacién
europea

Poblacién
europea

Poblacién
europea

Poblacién
europea

41

38

38

44

43

43

39

39

36

40
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rs58542926
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19

19

19
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19

19

PPP1R3B

LCP1

SLC38A8
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TM6SF2

TM6SF2

TM6SF2

TM6SF2

MAU2/TM
65F2

MAU2/TM
6S5F2

MAU2/TM
65F2

APOE

A/G

A/G

A/G

T/C

T/C

T/C

T/C

T/C

C/G

C/G

C/G

C/T

EH medida por CT 0,29
EH medida por CT 3,29
EH medida por CT 3,14
EHGNA . 1,56 (1,36-
caracterizada
. . 1,79)
histoldgicamente
EHGNA
, 1,65 (1,40-
caracterizada
. . 1,94)
histoldgicamente
Contenido de
grasa hepatica NR
por RMN
Diagndstico
EHGNA por 1,67
, (1,39-
métodos
- 2,01)
ultrasonograficos
EHGNA por RM 9,55x107
EHGNA
caracterizada 0,28
clinicamente
EHGNA por RM NR
Diagndstico
EGHNA por 1'411 éll')gz‘
codigos Read ’
Diagndstico
0,82 (0,77-
EGHNA por 0,87)

codigos Read

Anexos

Poblacion
Amishy
europea

(Meta-GWAS)

Adolescentes
caucasicos

Adolescentes
caucasicos

Poblacién
europea

Poblacién
europea

Poblaciones
afroamericana,
de ascendencia

europea,
hispana y otras
ascendencias.

Poblacién
coreana

Poblacién
europea

Poblacién
europea

Poblacién
europea

Poblacién
europea

Poblacién
europea

35

41

41

42

42

45

37

39

36

39

40

40
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rs2228603

rs3747207

rs3747207

rs738409

rs738409

rs738409

rs738409

rs738409

rs738409

rs738409

19

22

22

22

22

22

22

22

22

22

NCAN

PNPLA3

PNPLA3

PNPLA3

PNPLA3

PNPLA3

PNPLA3

PNPLA3

PNPLA3

PNPLA3

T/C

A/G

A/G

G/C

G/C

G/C

G/C

G/C

G/C

G/C

EH medida por CT

EHGNA
caracterizada
clinicamente

Diagndstico
EGHNA por
codigos Read

EHGNA
caracterizada
clinicamente

EHGNA por RM

Contenido de
grasa hepatica
por RMN

EH medida por CT

EHGNA
caracterizada
histolédgicamente

EHGNA
caracterizada
histolédgicamente

EHGNA
caracterizada
histolédgicamente

0,24

0,29

1,45 (1,38-
1,51)

1,79 (1,58-
2,02)

1,19x10

NR

0,26

1,66 (1,43-
1,94)

1,83 (1,69-
1,98)

2,21 (1,46
-3,35)
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Poblacion
Amishy
europea

(Meta-GWAS)

Poblacién
europea

Poblacién
europea

Poblacién
europea

Poblacién
europea

Poblaciones
afroamericana,
europea e
hispana

Poblacion
Amishy
europea

(Meta-GWAS)

Poblacidn
japonesa

Poblacién
europea

Poblacidn
japonesa

35

36

40

43

39

46

35

47

42

48

70



Fernandez Fuertes M

rs738409

rs738409

rs738409

rs12483959

rs2281135

rs3747207

rs2294915

rs5748926

rs5764455

rs6006473

22

22

22

22

22

22

22

22

22

22

PNPLA3

PNPLA3

PNPLA3

PNPLA3

PNPLA3

PNPLA3

PNPLA3

IL17RA

PARVB

PARVB

G/C

G/C

G/C

A/G

A/G

A/G

T/C

T/C

A/G

T/C

Contenido de
grasa hepatica
por RMN

Diagndstico
EHGNA por
métodos
ultrasonograficos

Contenido graso
por RM

Diagndstico
EHGNA por
métodos
ultrasonograficos
Diagndstico
EHGNA por
métodos
ultrasonograficos

EHGNA
caracterizada
clinicamente

EHGNA
caracterizada
clinicamente

Clasificacion
histoldgica para
EHGNA

EHGNA
caracterizada
histolédgicamente

EHGNA
caracterizada
histolégicamente

NR

1,54
(1,38-
1,71)

0,08

1,53
(1,37-
1,69)

1,52

(1,37-
1,69)

1,78 (1,58-
2,02)

1,75 (1,55-
1,97)

0,91

1,63 (1,38-
1,93)

1,96 (1,65-
2,32)

Anexos

Poblaciones
afroamericana,
de ascendencia

europea,
hispana y otras
ascendencias.

Poblacién
coreana

Poblaciones
afroamericana,
de ascendencia

europea,
hispana y otras
ascendencias.

Poblacién
coreana

Poblacién
coreana

Poblacién
europea

Poblacién
europea

Poblacién
europea

Poblacidn
japonesa

Poblacidn
japonesa

45

37

38

37

37

43

43

43

48

48
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rs6006611

rs738491

rs2143571

rs2143571

rs3761472

rs3761472

rs3761472

rs2073080

22

22

22

22

22

22

22

22

PARVB

SAMMS50

SAMMS50

SAMMS50

SAMMS50

SAMMS50

SAMMS50

SAMMS50

G/A

T/C

A/G

A/G

C/T

C/T

C/T

T/C

EHGNA
caracterizada
histoldgicamente

EHGNA
caracterizada
histolédgicamente

EHGNA
caracterizada
histoldgicamente

Diagndstico
EHGNA por
métodos
ultrasonograficos

EHGNA por RM

EHGNA
caracterizada
histolédgicamente

Diagndstico
EHGNA por
métodos
ultrasonograficos
Diagndstico
EHGNA por
métodos
ultrasonograficos

1,58 (1,33-
1,88)

1,54 (1,30-
1,83)

1,68 (1,42-
1,99)

1,44
(1,29-
1,59)

8,97x107°

1,74 (1,47-
2,06)

1,43 (1,29-
1,59)

1,43
(1,29-
1,59)

Poblacidn
japonesa

Poblacidn
japonesa

Poblacidn
japonesa

Poblacién
coreana

Poblacién
europea

Poblacidn
japonesa

Poblacién
coreana

Poblacién
coreana

Anexos

48

48

48

37

39

48

37

37

0dds ratio con el 95% intervalo de confianza o Coeficiente de correlacién.

Abreviaturas: SNP: polimorfismo de nucledtido simple; Cr: cromosoma; Al: alelo menos frecuente (alelo
al que se refiere el efecto); A2: alelo mas frecuente (alelo de referencia) ; EHGNA: enfermedad hepdtica
grasa no alcohdlica; CT: tomografia computerizada; RM: resonancia magnética; RMN: resonancia
magnética nuclear; NR: no reportado.
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