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Resumen 



Resumen 

  XXII   

La infección por el virus de la hepatitis C (VHC) es capaz de causar una enfermedad hepática 

crónica que puede derivar en cirrosis y cuyo curso se altera por la coinfección con el virus de 

la inmunodeficiencia humana (VIH). La enfermedad puede progresar hasta cirrosis avanzada, 

desarrollando hipertensión portal clínicamente significativa (HPCS). En este trabajo, hemos 

caracterizado alteraciones moleculares ocurrentes en pacientes coinfectados por el VHC y el 

VIH durante la cirrosis avanzada, que abarcan tanto marcadores plasmáticos, como alteraciones 

metabólicas y transcriptómicas. 

En primer lugar, los marcadores plasmáticos de inflamación IP-10, IL-8, IL-6 y OPG, los de 

disfunción endotelial, sVCAM-1 y sICAM-1, y de riesgo trombótico como el dímero D, se 

encontraron más elevados en aquellos pacientes con una cirrosis más severa. En segundo lugar, 

los estadios avanzados de cirrosis se relacionaron con cambios en el perfil metabolómico. Por 

un lado, se encontraron aumentados los ácidos grasos, ácidos biliares, aminoácidos aromáticos 

y azufrados, derivados del butirato, fosfolípidos oxidados, y aquellos metabolitos relacionados 

con la energía y con la fermentación bacteriana. Por otro lado, las lisofosfatidilcolinas (LPC) y 

las lisofosfatidiletanolaminas, los aminoácidos ramificados y los metabolitos del ciclo del ácido 

tricarboxílico disminuyeron. Además, los pacientes con cirrosis avanzada monoinfectados por 

el VHC y los coinfectados por VHC/VIH no presentaron grandes diferencias, tanto a nivel de 

biomarcadores plasmáticos como de alteraciones metabólicas. En tercer lugar, los pacientes con 

alto riesgo de desarrollar HPCS (LSM ≥ 25 kPa) fueron caracterizados por una firma de 

expresión génica diferencial que englobaba 38 transcritos sobreexpresados y 22 

infraexpresados. Por último, las distintas alteraciones moleculares estudiadas permitieron 

distinguir subgrupos de pacientes con interés clínico. La combinación de IL-6 e IP-10 y, 

separadamente, la de los metabolitos ácido glicólico, LPC (16: 0) y ácido taurocólico diferenció 

a aquellos pacientes con cirrosis descompensada. Además, los transcritos STAG3L2 y MDK 

mostraron buena capacidad para discriminar a los pacientes en alto riesgo de desarrollar HPCS. 

En conjunto, este trabajo permite ampliar el conocimiento de los procesos subyacentes durante 

el curso de esta enfermedad y abre la puerta para nuevos desarrollos que faciliten y mejoren el 

manejo de estos pacientes. 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abstract 



Abstract 

  XXIV   

Infection with the hepatitis C virus (HCV) is able to cause a chronic liver disease that can lead 

to cirrhosis and whose course is altered by coinfection with the human immunodeficiency virus 

(HIV). The disease may progress to an advanced stage, developing clinically significant portal 

hypertension (CSPH). In this work, we have characterized molecular alterations occurring in 

patients coinfected with HCV and HIV during advanced cirrhosis, which include plasmatic 

markers, as well as metabolic and transcriptomic alterations. 

Firstly, the inflammation plasmatic markers IP-10, IL-8, IL-6, and OPG, those of endothelial 

dysfunction, sVCAM-1 and sICAM-1, and of thrombotic risk such as D-dimer, were found to 

be higher in those patients with more severe cirrhosis. Secondly, advanced stages of cirrhosis 

were associated with changes in the metabolomic profile. On the one hand, fatty acids, bile 

acids, aromatic and sulfur-containing amino acids, butyrate derivatives, oxidized 

phospholipids, and those metabolites related to energy and to bacterial fermentation were found 

to be increased. On the other hand, lysophosphatidylcholines (LPC) and 

lysophosphatidylethanolamines, branched-chain amino acids and tricarboxylic acid cycle 

metabolites decreased. In addition, patients with advanced cirrhosis monoinfected with HCV 

and those who are coinfected with HCV/HIV do not show significant differences in terms of 

plasmatic biomarkers or metabolic alterations. Thirdly, patients at high risk for developing 

CSPH (LSM ≥ 25 kPa) presented a differential expression signature comprising 38 

overexpressed and 22 underexpressed transcripts. Lastly, the different molecular alterations 

studied made it possible to distinguish subgroups of patients of clinical interest. The 

combination of IL-6 and IP-10 and, separately, the metabolites glycolic acid, LPC (16:0), and 

taurocholic acid differentiated patients with decompensated cirrhosis. In addition, STAG3L2 

and MDK transcripts showed a good ability to discriminate patients at high risk of developing 

CSPH. 

In conclusion, this work helps broaden our knowledge of the underlying processes of this 

disease. It opens the door for new developments that facilitate and improve the management of 

these patients.
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Introducción 

Se estima que 56,8 millones de personas en todo el mundo están infectadas por el virus de la 

hepatitis C (VHC) [1]. La Organización Mundial de la Salud (OMS) publicó su primera 

estrategia global sobre la hepatitis viral en 2016, marcando como objetivos la reducción de 

nuevas infecciones en un 90% y las muertes por hepatitis virales en un 65% para 2030 [2]. En 

ausencia de una vacuna efectiva, un elemento crucial para la eliminación del VHC es el 

tratamiento con los antivirales de acción directa (AADs). Sin embargo, su alto coste hace 

necesario un enfoque integral que aúne esfuerzos de los distintos sectores políticos, científicos 

y asociaciones, entre otros.  

En este sentido, España encuadra sus actuaciones dentro del Plan Estratégico de Abordaje de la 

Hepatitis C [3], aunque la pandemia por la enfermedad del coronavirus 2019 (COVID-19) ha 

ralentizado el proceso [4]. 

La infección por el VHC puede alargarse en el tiempo hasta constituir una hepatitis C crónica. 

La historia natural de esta enfermedad es muy heterogénea, y puede presentarse desde cambios 

mínimos hasta fibrosis avanzada o cirrosis. Además, la coinfección con el virus de la 

inmunodeficiencia humana (VIH) acelera la progresión de la enfermedad hepática. 

En las personas con cirrosis aparece una etapa inicial compensada, seguida de otra avanzada de 

cirrosis descompensada. La existencia de cirrosis descompensada se asocia con una mayor 

morbimortalidad y el daño hepático existente, incluso tras la erradicación del virus, puede tener 

consecuencias mortales. 
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Infección por el VHC 

 

Epidemiología y transmisión 

Se estima una prevalencia mundial de infección por el VHC del 0,7% [1]. En España, la 

prevalencia de infección activa por el VHC en población general es baja situándose en el 0,22% 

entre 2017 y 2018 [5]. Sin embargo, casi un 30% de las personas no había sido diagnosticado 

con anterioridad, lo que refuerza la necesidad de un cribado de la infección por el VHC [6]. 

Además, la prevalencia está aumentada en grupos de población de riesgo, incluyendo personas 

socialmente desfavorecidas y con menor nivel de estudios, lo que complica el abordaje. 

Actualmente, se ha confirmado la existencia de ocho genotipos [7]. El genotipo 1 es responsable 

del 44% de las infecciones mundiales y alrededor del 60% en países de medio y alto desarrollo. 

En España, un 66,9% se asociaron al genotipo 1 (24,9% subtipo 1a y 37,9% subtipo 1b) en las 

infecciones estudiadas entre 2000 - 2015 [8]. 

La transmisión del VHC ocurre generalmente mediante la exposición a sangre contaminada. 

Los procedimientos médicos inseguros debido a un control deficiente y un cribado inadecuado 

de los productos sanguíneos, especialmente en aquellos países con nivel socioeconómico medio 

bajo, continúan representando un riesgo importante para la infección por VHC [7, 9]. 

En los países con un nivel alto la vía de infección principal es el uso de dispositivos 

contaminados para la inyección de drogas, siendo los usuarios de drogas por vía parenteral una 

clara población de riesgo. Otras fuentes de riesgo incluyen la exposición de sanitarios a 

accidentes biológicos con agujas y la realización de tatuajes sin un control adecuado [7, 9]. 

El empleo de drogas de abuso acarrea unos condicionantes socioeconómicos que pueden limitar 

el acceso a la asistencia sanitaria. Esto, unido a la alta incidencia en esta población, puede 

generar reservorios, que se conviertan en grandes obstáculos para la reducción efectiva de las 

tasas de infección. Además, existe riesgo de reinfección tras la eliminación del virus y las 

reinfecciones son frecuentes en estos pacientes [7]. Cada país debe elaborar planes de 

microeliminación enfocados a grupos de riesgo. Un ejemplo lo encontramos en la población 

reclusa que presenta mayores tasas de infección que la población general y cuya localización 

facilita la creación de estrategias sanitarias [10, 11]. Otro grupo de riesgo sería la población 

inmigrante, representando un sector importante de la población española. Éstos presentan una 

prevalencia mayor de la infección por el VHC, probablemente reflejando la del país de origen, 
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junto a una mayor exposición durante la migración. Sin embargo, la ausencia de datos censales 

y de salud en este grupo poblacional limitan los planes de micro-eliminación en este grupo [10, 

11]. 

La distribución de genotipos en España refleja los cambios en las vías de transmisión del VHC 

a lo largo de los años. En pacientes jóvenes la frecuencia de los genotipos 1a, 3 y 4, que se 

relacionan con el uso de drogas, es mayor que en pacientes ancianos. En este último sector 

poblacional, el genotipo 1b es ampliamente el más común, debido a que la infección del VHC 

ocurría fundamentalmente a través de procedimientos médicos inseguros y transfusiones 

sanguíneas [11]. 

La transmisión sexual del VHC es poco frecuente, excepto en el caso de hombres infectados 

con el VIH que mantienen relaciones sexuales desprotegidas con otros hombres [12]. El riesgo 

de contraer el VIH y el VHC se incrementa debido a prácticas sexuales de riesgo como la 

penetración receptiva sin preservativo, el “fisting” o el “chemsex”; así como al uso 

concomitante de drogas de inyección, presencia de lesiones ulcerosas o una alta carga viral [7]. 

En parejas monógamas heterosexuales, negativas para la infección por el VIH, la incidencia 

máxima de transmisión sexual del VHC por año se ha estimado en un 0,07% [13].  La extensión 

en el uso de profilaxis preexposición para prevenir la infección por el VIH puede acarrear un 

aumento en el riesgo de infección por el VHC [7, 14]. 

Las mujeres gestantes con viremia tienen un riesgo alrededor del 5% de transmisión vertical, 

que se incrementa hasta cerca del 10% en pacientes coinfectadas con el VIH [15]. Para 

identificar mejor la población pediátrica en riesgo, en Estados Unidos se recomienda realizar 

pruebas rutinarias en las mujeres gestantes para detectar la infección por el VHC [16]. En 

España no está indicado el cribado para aquellas pacientes sin exposiciones o situaciones de 

riesgo [6]. 

 

Ciclo viral 

El VHC es un miembro de la familia Flaviviridae que, junto al virus GB tipo B y los hepacivirus 

equino, de roedores y de murciélagos, establecen el género Hepacivirus. Los viriones del VHC 

tienen un tamaño pequeño (unos 50 nm) y están rodeados por una envoltura que contiene dos 

glicoproteínas (E1 y E2). En su interior se encuentra la nucleocápside esférica, constituida por 

múltiples copias de la proteína core interactuando con el ácido ribonucleico (ARN) genómico 
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viral. Los viriones circulan asociados a lipoproteínas en forma de lo que se conoce como 

lipoviropartículas [9, 17]. 

El ARN es monocatenario, de polaridad positiva y de un tamaño alrededor de 9,6 kilobases 

(kb). Puede actuar como un ARN mensajero (ARNm) que codifica una única poliproteína de 

unos 3000 aminoácidos. Ésta es procesada por proteasas celulares para generar las proteínas 

estructurales que constituyen las partículas virales (core, E1, E2 y p7) y las proteínas no 

estructurales (NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A y NS5B) [9, 17]. 

La proteína core conforma, junto al ARN, la nucleocápside, aunque podría tener funciones 

adicionales interaccionando con distintas vías de señalización celular. E1 y E2 tienen un papel 

fundamental para la entrada y fusión virales. La proteína p7 se encuentra entre las proteínas 

estructurales y no estructurales en el precursor de la poliproteína y parece constituir un canal 

iónico que podría actuar durante el ensamblaje del virión. Las proteínas no estructurales 

participan en el procesamiento de la poliproteína y en la replicación viral. NS2 actúa como una 

cisteín-proteasa para catalizar una única escisión entre las proteínas NS2 y NS3 y, además, 

actúa como cofactor en el proceso de ensamblaje.  NS3 tiene actividad serín-proteasa, siendo 

la responsable de la mayoría de escisiones que liberan las proteínas no estructurales a partir de 

la poliproteína, y también posee actividad helicasa, estando probablemente implicada en el 

desenrollamiento del ARN viral. NS4A desempeña un papel fundamental como cofactor de 

NS3. NS4B induce alteraciones en la membrana citoplásmica y media las interacciones entre 

el virus y el huésped. NS5A es un componente esencial del complejo de replicación e interactúa 

con otros elementos virales (NS4B, NS5B, ARN) y de la célula huésped para regular la 

replicación y el ensamblaje viral. NS5B es la ARN polimerasa dependiente de ARN que actúa 

durante la replicación del ARN viral. 

El VHC presenta una alta variabilidad genética y se puede clasificar en, al menos, ocho 

genotipos que difieren en sus nucleótidos en un 25 - 35% [18]. Los genotipos se pueden dividir 

a su vez en subtipos, que difieren entre ellos en un 15 - 25%, y éstos en distintos mutantes o 

cuasiespecies [18]. Esta heterogeneidad genética complica el desarrollo de una posible vacuna. 

El ciclo viral comienza con la unión de baja afinidad de E1 y E2 de las lipoviropartículas a 

glucosaminoglucanos y/o el receptor de lipoproteínas de baja densidad (LDL) de la superficie 

celular. Seguidamente, la acción coordinada de, al menos, cuatro factores celulares es necesaria 

para permitir la entrada del virus: el receptor scavenger clase B tipo I (SRB1), la tetraespanina 

o cúmulo de diferenciación (CD) 81 y las proteínas de unión estrecha, claudina 1 y ocludina. 
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Las proteínas claudina 6, claudina 9, el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) 

y el receptor 2 de efrina tipo A (EPH-A2) posiblemente actúen como cofactores. Este conjunto 

multirreceptor define la especificidad de especie y de órgano. Después de la unión, las partículas 

son interiorizadas por endocitosis mediada por clatrina. A continuación, la envoltura y la 

membrana del endosoma se fusionan y la nucleocápside se libera al citoplasma. El ARN actúa 

como ARNm que es utilizado para sintetizar nuevos intermediarios de replicación o es 

encapsidado dentro de las nucleocápsides producidas en el citoplasma. Las partículas en 

formación adquieren las glicoproteínas de la envoltura mientras migran a través del retículo 

endoplasmático y los viriones, ya ensamblados, son liberados a través de la vía de secreción 

celular [9, 17]. 

 

Diagnóstico de la infección 

Los análisis de laboratorio disponibles para el diagnóstico de la infección por el VHC se pueden 

clasificar en dos tipos: aquellos ensayos serológicos que detectan anticuerpos específicos frente 

al virus (pruebas indirectas); y aquellos que detectan componentes del virus, como el ARN o el 

antígeno core (pruebas directas). 

Clásicamente, se ha empleado la detección de anticuerpos anti-VHC para el cribado primario 

de la infección. Unos de los métodos más empleados son los enzimoinmunoanálisis (EIA), 

como el ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA). Se han ido desarrollando 

nuevos ensayos dependiendo de los antígenos virales empleados hasta llegar a la cuarta 

generación actual y que han ido reduciendo, progresivamente, el periodo ventana. Con los 

ensayos actuales, los anticuerpos se pueden detectar a partir de las 6 - 8 semanas desde el 

comienzo de la infección y persisten indefinidamente, salvo excepciones, como en situaciones 

de profunda inmunosupresión [19]. 

Los inmunoensayos quimioluminiscentes (CLIA) han mostrado generalmente gran correlación 

con los EIA para la detección de anti-VHC. Debido a su mayor simplicidad y facilidad para la 

automatización, los ensayos CLIA están reemplazando a los EIA, particularmente en 

laboratorios clínicos que soportan un gran volumen de muestras [19]. 

Los ensayos de inmunoblot recombinante se han utilizado previamente como ensayos 

complementarios para confirmar la reactividad serológica de los EIA o CLIA dada su alta 

especificidad, pero están en desuso debido al aumento en la disponibilidad de las pruebas 
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moleculares. Actualmente, para la confirmación de detección de anticuerpos anti-VHC se 

recomienda analizar las mismas muestras positivas utilizando otro método serológico 

alternativo [19]. 

Una prueba positiva de anticuerpos indica una infección activa por el VHC (aguda o crónica), 

una infección pasada resuelta u, ocasionalmente, un resultado falso positivo. Se requiere la 

detección de ARN del VHC para determinar una infección activa [16, 19]. Idealmente, un 

resultado positivo de anticuerpos debería desencadenar una prueba refleja para la detección de 

ARN. De esta manera, en una única muestra se puede realizar el estudio necesario, lo que reduce 

el tiempo de acceso al tratamiento y mejora el seguimiento de los pacientes [16, 20, 21]. A este 

respecto, se suma que el genotipado no es esencial para el tratamiento con los fármacos 

pangenotípicos actuales [20] y la creación de ensayos comerciales capaces de detectar ARN 

viral en cada vez menos tiempo y su disponibilidad como pruebas a la cabecera del paciente 

[21, 22]. 

Algunos pacientes con ARN en suero o plasma indetectable presentan lo que se denomina una 

infección oculta por VHC, en la que se puede detectar ARN tras la ultracentrifugación del suero, 

en células mononucleares de sangre periférica (CMSPs) y/o en biopsias hepáticas [23]. 

También se han desarrollado pruebas capaces de detectar el antígeno core por ELISA o CLIA 

como alternativa a la carga viral. Aunque presentan una menor sensibilidad, su facilidad de uso 

las pueden hacer adecuadas para entornos con recursos limitados [23]. 

 

Historia natural de la infección 

La infección inicial por el VHC cursa, habitualmente, de manera asintomática (alrededor del 

75% de los casos).  Los síntomas, cuando aparecen, incluyen la ictericia, fatiga, náuseas y 

vómitos y duran entre 2 - 12 semanas. La infección aguda se caracteriza por la detección del 

virus a los 2 - 14 días desde la exposición, incremento de la alanina aminotransferasa (ALT) y 

la aspartato aminotransferasa (AST) y la aparición gradual de anticuerpos específicos. El pico 

del incremento de ALT suele estar entre 400 - 1000 UI/L, aunque se dan casos de incrementos 

por encima y por debajo de esas cifras. La infección sintomática se asocia a un mayor nivel de 

ALT comparada con la asintomática. La aparición de hepatitis fulminante es extremadamente 

infrecuente (< 1%) y se asocia a factores de riesgo como la inmunosupresión o la coinfección 

con el virus de la hepatitis B (VHB) y/o VIH [7]. 
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Cerca de un 25% de los pacientes aclaran espontáneamente el virus (presentan niveles 

indetectables de ARN en sangre), mientras que en el resto se establece una infección crónica. 

Distintos factores, relacionados tanto con el huésped (sexo femenino, respuesta inmune robusta, 

determinantes genéticos, etc.) como con el virus (diversidad genética reducida, baja carga viral, 

infección por el genotipo 1, etc.), se han asociado a una mayor probabilidad de eliminación 

espontánea de la infección. Uno de los factores genéticos del huésped más estudiados es el 

polimorfismo rs12979860 localizado en el gen IFNL3 (anteriormente denominado IL28B), 

donde el alelo C/C se ha relacionado con un mayor aclaramiento del virus [7, 24]. 

El VHC es, al menos, un virus hepatotropo y linfotropo [25]. Su hepatotropismo es responsable 

de causar una hepatitis crónica. Una vez establecida, la hepatitis puede evolucionar a través de 

una serie de etapas consecutivas con un aumento progresivo de la lesión hepática, donde 

distintos grados de actividad inflamatoria dan paso a grados crecientes de fibrosis, que culminan 

con la aparición de cirrosis y complicaciones derivadas de una enfermedad hepática avanzada, 

como el hepatocarcinoma o carcinoma hepatocelular (CHC) (Figura 1). La infección crónica 

progresa, de manera habitual, lentamente durante décadas, con daño hepático limitado durante 

los primeros 10 - 20 años de la infección. La progresión de la hepatitis C crónica se acelera en 

pacientes con factores de riesgo, como una mayor edad en el momento de la infección, sexo 

masculino, obesidad, alto consumo de alcohol, cafeína y/o cannabis, inmunosupresión, 

coinfección con VIH y/o el VHB, diabetes, esteatosis hepática, infección por el genotipo 3 y, 

posiblemente, factores genéticos, entre otros [7, 24]. 

El linfotropismo del VHC implica la desregulación de los linfocitos B, ya sea por la 

multiplicación viral dentro de los mismos o por la estimulación crónica derivada de la infección. 

Esto explica la crioglobulinemia mixta, que se detecta en aproximadamente un 50% de los 

pacientes, o la predisposición para la aparición de linfomas. Las manifestaciones extrahepáticas 

aparecen en hasta el 75% de los pacientes con hepatitis C crónica. Éstas incluyen trastornos 

autoinmunes, metabólicos y neuropsiquiátricos, así como enfermedades cardiovasculares, 

renales, cutáneas, tiroideas y oculares, que empeoran la calidad de vida de los pacientes [7, 26]. 

La existencia de estas manifestaciones sugiere un tropismo del VHC más complejo, capaz de 

extenderse a otros tejidos, y que aún queda por esclarecer. 
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Figura 1. Historia natural de la infección por el VHC. 

 

Abreviaturas: VHC, virus de la hepatitis C; F1, F2 y F3 designa los estadios de fibrosis; GPVH, 

gradiente de presión venoso hepático; ACLF, insuficiencia hepática aguda sobre crónica. 

Imagen creada en Biorender.com, modificada a partir de [24, 27]. 

 

Respuesta inmune a la infección 

La infección aguda por el VHC va a activar la respuesta inmune innata y la adaptativa. Los 

principales agentes de esta respuesta incluyen los interferones (IFN) tipos I y III, las células 

asesinas naturales (NK), los linfocitos T y las respuestas mediadas por anticuerpos. 

Tanto los IFN del subgrupo tipo I (IFNα e IFNβ) como tipo III (IFNλ) inducen la expresión de 

genes estimulados por IFN (ISGs), con funciones antivirales. El ARN viral es detectado en el 

citoplasma por la acción de varias proteínas, entre ellas la codificada por el gen inducible por 

el ácido retinoico 1 (RIG-1), la codificada por el gen asociado con la diferenciación 

del melanoma 5 (MDA-5) y la proteína quinasa R (PK-R). La PK-R interacciona con la proteína 

de señalización antiviral mitocondrial (MAVS) para inducir los ISGs. El receptor tipo Toll 

(TLR) 3 (TLR3) también participa en la expresión de ISGs, detectando el ARN viral en 

endosomas. El VHC interfiere con la respuesta mediada por IFN. La serín-proteasa NS3/NS4A 

puede descomponer tanto la MAVS como distintos mediadores de transducción de señales 

inducidas por TLR3. A pesar de esta injerencia, la producción de IFN y la expresión de ISGs 

se mantiene durante la infección crónica. Sin embargo, esta expresión mantenida de ISGs tiene 
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efectos adversos en el aclaramiento espontáneo del virus y en la respuesta a la terapia 

combinada con IFN pegilado y ribavirina [28, 29]. 

La respuesta inmune innata celular contra el VHC está liderada por la acción de las células NK. 

Las células NK producen factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α) e IFN-γ (IFN tipo II), que 

inhiben la replicación viral y, además, ejercen una acción citolítica sobre las células infectadas 

por el virus. Las células NK sufren cambios funcionales durante el transcurso de la infección. 

En la infección aguda, se encuentran totalmente activadas con función citotóxica y con una 

producción aumentada de IFN-γ. A medida que la infección se cronifica, la producción de IFN-

γ disminuye debido a la exposición crónica a IFN tipo I [28]. Las células T asesinas naturales 

(NKT), un subconjunto de las células T participantes en la respuesta innata, pueden actuar 

modulando la respuesta inmune en el seno de las enfermedades hepáticas [28, 29]. 

La acción de los linfocitos T, pese a ser más lenta que la rápida inducción de IFN, tiene un papel 

fundamental en el transcurso de la infección. Una fuerte respuesta por parte de los linfocitos T 

CD8+ citotóxicos está relacionada con la resolución espontánea de la infección aguda. La 

disponibilidad de linfocitos T CD8+ capaces de reconocer múltiples epítopos dificulta la 

aparición de mutantes de escape y, por tanto, de la persistencia del virus. En esta respuesta 

colaboran los linfocitos T CD4+ cooperadores y cuya ausencia impide el establecimiento de una 

respuesta efectora adecuada. Asimismo, las células dendríticas participan en el inicio de la 

respuesta inmune adaptativa al virus. Su disminución en número durante la infección por el 

VHC podría indicar una alteración de su función activadora de los linfocitos T [28, 29]. 

Durante la infección crónica, los linfocitos T se agotan y deterioran funcionalmente debido a la 

continua exposición a antígenos virales. Esta estimulación antigénica sostenida activa la 

expresión de receptores inhibitorios en los linfocitos T, incluyendo la proteína 

de muerte programada 1 (PD-1) y el antígeno 4 del linfocito T citotóxico (CTLA-4), entre otros 

controladores de reacciones inmunitarias. Además, los linfocitos CD4+FoxP3+ (linfocitos T 

reguladores o Treg) proliferan en el estado crónico, suprimiendo las funciones efectoras T  [28, 

29]. 

El papel de los anticuerpos específicos contra el VHC en el control natural de la infección es 

fuente de contradicción en la literatura. Los anticuerpos dirigidos frente a las proteínas de la 

envuelta E1 y E2 tienen actividad neutralizante, pero son de corta duración y no persisten 

durante las etapas crónicas de la infección. Asimismo, las mutaciones virales de escape y la 
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transmisión directa célula a célula pueden permitir al virus evadir la acción de estos anticuerpos. 

Su relevancia en la infección está aún por dilucidar  [28, 29]. 

 

Alteraciones metabólicas durante la infección 

El hígado es el principal órgano en la regulación del metabolismo energético con una multitud 

de funciones asociadas. Es posible que, a través de la alteración de las principales vías 

metabólicas del organismo, la infección por el VHC sea capaz de impulsar otros mecanismos 

de daño hepático, así como contribuir a la patogénesis de distintas manifestaciones 

extrahepáticas. 

En primer lugar, el metabolismo de los hidratos de carbono está alterado en los pacientes con 

disfunción hepática. Las células hepáticas estrelladas utilizan la glucolisis aerobia, tanto durante 

su activación como al transdiferenciarse en miofibroblastos, acumulando lactato como producto 

final. En este sentido, se ha observado en estas células, procedentes de muestras de hígado 

fibrótico, una alta expresión del transportador de glucosa 1 (GLUT-1), así como de enzimas 

claves de la glucolisis, como la piruvato quinasa M2 (PK-M2) y la fosfofructoquinasa. Los 

niveles tanto de lactato como de PK-M2 están incrementados en los pacientes con cirrosis y 

parecen correlacionar con la gravedad de la misma. Los pacientes cirróticos presentan un 

descenso en los niveles de glucógeno hepático y muscular. El descenso en la capacidad del 

hígado para almacenar glucógeno es compensado, parcialmente, por un aumento de la 

gluconeogénesis, la cual requiere energía que es obtenida a partir del metabolismo 

de aminoácidos y de ácidos grasos. El hígado cirrótico presenta menor actividad de la 

glucoquinasa hepática lo que puede contribuir a la disminución de las reservas de glucógeno 

hepático en estos pacientes [30]. Asimismo, la infección crónica por el VHC parece asociarse 

con un aumento en la prevalencia de diabetes mellitus tipo 2 y la resistencia a la insulina. 

Incluso, se ha sugerido la asociación con diabetes mellitus tipo 1, por estimulación 

autoinmunitaria tras el tratamiento con IFN [31]. Los pacientes infectados presentan un nivel 

de glucosa sanguínea en ayunas superior a los controles [31]. A este respecto, la infección viral 

altera las vías de señalización que regulan la homeostasis de la glucosa hepática inhibiendo la 

acción de la proteína quinasa B (PK-B), que es inducida por insulina, así como del 

factor transcripcional proteína de caja forkhead O1 (FOX-O1). Se ha observado, también, una 

reducción en los niveles del homólogo de fosfatasa y tensina (PTEN), que es un importante 
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regulador de la vía de la insulina. Además, PTEN es un conocido supresor de tumores que se 

encuentra mutado en varios de ellos, incluyendo el CHC [32].  

En segundo lugar, se han observado alteraciones en el metabolismo de las proteínas. Los niveles 

plasmáticos de los aminoácidos esenciales de cadena ramificada, isoleucina, leucina y valina, 

están disminuidos; y los de aminoácidos aromáticos, fenilalanina, tirosina y triptófano, están 

aumentados en pacientes con enfermedad hepática avanzada. El cálculo de la relación entre 

estos aminoácidos (aminoácidos de cadena ramificada/aminoácidos aromáticos, índice de 

Fischer) fue propuesto ya en la década de los 70 como un indicador pronóstico, donde un valor 

bajo del índice se relacionaba con encefalopatía en pacientes cirróticos, y continúa usándose en 

la actualidad para valorar el metabolismo hepático y la severidad de la disfunción hepática [33]. 

El amonio es un producto de desecho, que es producido principalmente en el intestino, y que 

deriva del metabolismo de los productos nitrogenados de la dieta, la acción de la flora intestinal 

y el metabolismo de la glutamina por la glutaminasa intestinal. En condiciones fisiológicas casi 

la totalidad del amonio es metabolizado en el hígado y convertido en urea para su posterior 

eliminación renal. Sin embargo, en situación de cirrosis hepática, el músculo esquelético 

aumenta mucho su contribución ayudando en la eliminación mediante la síntesis de glutamina. 

Los niveles bajos de aminoácidos de cadena ramificada detectados en situación de cirrosis y en 

desórdenes del ciclo de la urea se deben al aumento en el consumo necesario para la 

detoxificación del amonio en glutamina. Estos aminoácidos de cadena ramificada actúan como 

sustratos y regulando varios procesos metabólicos, los cuales se ven afectados en los pacientes 

cirróticos. Además, los aminoácidos aromáticos y la metionina están aumentados en pacientes 

cirróticos debido a la aparición de conexiones anómalas entre la vena porta y la circulación 

sistémica (derivación portosistémica), así como a la capacidad reducida del hígado enfermo 

[30]. 

En tercer lugar, la infección viral va a causar la desregulación del metabolismo lipídico del 

huésped, lo que condiciona la patogénesis de la enfermedad hepática. La infección por VHC se 

asocia con factores de riesgo determinantes en la aparición del síndrome metabólico, como la 

hipolipidemia, la distribución alterada de la grasa corporal, la resistencia a la insulina o la 

hiperuricemia. Se ha detectado un aumento de la lipolisis y una disminución en los niveles 

plasmáticos de lípidos en los pacientes cirróticos, incluyendo triglicéridos, colesterol total, 

lipoproteínas de muy baja densidad (VLDL), lipoproteínas de alta densidad (HDL), 

apoproteínas y ácidos grasos poliinsaturados [34]. Además, la afectación hepática altera el 

metabolismo de los ácidos biliares y de la vitamina A, ya que las células hepáticas estrelladas 
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acumulan el 50 - 60% de la reserva sistémica de retinoides [30]. El VHC está asociado al 

metabolismo lipídico del huésped desde el primer momento, ya que circula en plasma unido a 

las lipoproteínas en forma de lipoviropartículas e interactúa con las VLDL del huésped. Las 

partículas virales se empaquetan en el retículo endoplasmático en los precursores de las VLDL 

y son secretadas usando la misma vía que las VLDL. Por tanto, la infección por VHC altera la 

vía de liberación de las VLDL, lo que favorece la acumulación de grasa celular [31]. Cerca del 

55% de los pacientes infectados por el virus desarrollan esteatosis hepática, caracterizada por 

la acumulación de vacuolas de grasa en el citoplasma de los hepatocitos, especialmente en 

relación a la infección por el genotipo 3. El virus es capaz de inducir la esteatosis por sí solo, 

independientemente de la grasa visceral. MicroARNs (miARNs), tales como miR146a5p o miR-

21-5p, parecen estar involucrados en este proceso [32]. Además, la infección suprime la beta-

oxidación en los peroxisomas de los hepatocitos, lo que provoca la acumulación de ácidos 

grasos de cadena muy larga. En este sentido, la señalización mediada por el transductor de señal 

y activador de la transcripción 3 (STAT-3) suprime la expresión del receptor activado por 

proliferadores peroxisómicos (PPAR) α, que presenta niveles reducidos en el hígado de estos 

pacientes [32]. Los PPAR también contribuyen a mantener las células hepáticas estrelladas en 

reposo, por lo que su baja expresión se relaciona con un aumento en la producción de matriz 

extracelular y la progresión de la fibrosis [30]. 

Finalmente, se pueden encontrar otras alteraciones metabólicas en los pacientes con hepatitis C 

crónica, como la afectación del metabolismo férrico y la disfunción de los tejidos muscular y 

adiposo. La reducción en la hormona reguladora hepcidina se ha relacionado con los altos 

niveles de ferritina detectados en estos pacientes, los cuales se vinculan a su vez con la 

sobrecarga hepática de hierro, que representa un factor de riesgo para el establecimiento de 

cirrosis. La hepatitis C crónica también se asocia a pérdida de musculo esquelético, sarcopenia 

e infiltración grasa en el músculo esquelético (mioesteatosis). Las causas se pueden trazar a la 

interacción entre distintos factores relacionados con la inflamación, el estrés oxidativo, el 

sistema endocrino (resistencia a la insulina, bajos niveles de testosterona) y a la esteatosis 

hepática, entre otros. La afectación directa del tejido adiposo puede alterar su función 

endocrina, como en la síntesis de adipoquinas, que se relacionan con múltiples complicaciones 

de la enfermedad, incluido el desarrollo de diabetes mellitus tipo 2, enfermedad cardiovascular 

y trastornos neurodegenerativos [31]. 

 



Introducción 

14 

Patogénesis de la fibrosis 

La fibrosis hepática se caracteriza por la acumulación progresiva de matriz extracelular, la cual 

termina por desmantelar la arquitectura fisiológica del hígado.  

En la arquitectura habitual, los hepatocitos, que son los constituyentes celulares fundamentales 

del hígado, se organizan en forma de cordones de una o dos células de grosor, separados por 

sinusoides. Éstos son capilares sanguíneos modificados, revestidos por células endoteliales 

fenestradas, que permiten un intercambio fácil entre la sangre y los hepatocitos, a través del 

compartimento denominado espacio perisinusoidal de Disse. Adheridas a la superficie de las 

células endoteliales, se encuentran las células de Kupffer, que son macrófagos específicos del 

hígado. En el espacio de Disse, se localizan las células hepáticas estrelladas (también 

denominadas células perisinusoidales, células de Ito o adipocitos hepáticos), actuando en el 

control del flujo sanguíneo sinusoidal, en el almacenamiento de vitamina A y en la fibrogénesis 

[35]. 

La fibrogénesis es considerada una respuesta protectora ante el daño hepático [36]. La agresión, 

ya sea viral, tóxica o metabólica, va a dañar a los hepatocitos, causar la infiltración de células 

del sistema inmune y la transdiferenciación de las células hepáticas estrelladas a 

miofibroblastos capaces de secretar colágeno. Durante el transcurso de la hepatitis C crónica, 

existe un desequilibrio de los mecanismos profibrogénicos y antifibrogénicos que estimula la 

activación y proliferación de miofibroblastos, ocasionando una producción excesiva de matriz 

extracelular.  

La homeostasis de la matriz extracelular está regulada fisiológicamente por la acción 

coordinada de las metaloproteinasas de la matriz (MMPs), que degradan el colágeno, y sus 

inhibidores, los inhibidores tisulares de las metaloproteinasas (TIMPs). Durante la fibrogénesis, 

este equilibrio se altera y aumenta la expresión tanto de MMPs como de TIMPs, pero con un 

exceso asociado de estos últimos, por lo que se inhibe la degradación de la matriz [37]. 

La infección por el VHC va a alterar la función celular activando o desregulando numerosas 

vías de señalización. Por un lado, la infección afecta a vías implicadas en el desarrollo de la 

fibrosis. Entre éstas, estimula la vía de Hedgehog, una vía central en el desarrollo y 

diferenciación del hígado, que es activada durante la reparación fibrogénica del daño hepático. 

Asimismo, activa la vía del factor de crecimiento transformante beta (TGF-β) que está 

involucrada tanto en la fibrogénesis, como en la progresión de la hepatitis C crónica. Induce, 

también, la vía de señalización mediada por STAT-3, que es activado por numerosas citoquinas, 
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incluyendo la citoquina proinflamatoria interleuquina (IL) 6 (IL-6). Su activación persistente 

está detrás de los efectos de la inflamación crónica y la fibrosis [32]. Por otro lado, la infección 

por el VHC incrementa el riesgo de cáncer debido a la desregulación de otras vías de 

señalización oncogénicas, como la iniciada por el EGFR activado, a través de 

la vía Ras/MAPK, o la vía de Wnt-β-catenina. Además, induce la sobrexpresión del factor de 

crecimiento endotelial vascular (VEGF), promoviendo la angiogénesis [32]. 

La infección por el VHC puede causar directamente la muerte de los hepatocitos, lo que provoca 

la liberación de compuestos intracelulares denominados patrones moleculares asociados a daño 

(PMADs). Los PMADs actúan como señales para desencadenar respuestas proinflamatorias 

que combatan la fuente del daño celular. Aunque en principio beneficiosos, la producción y 

liberación sin control de PMADs, sumada a la de especies reactivas de oxígeno y de nitrógeno, 

activan cascadas de señalización inflamatorias que pueden llegar a exacerbar el daño hepático. 

Los PMADs han mostrado su capacidad de activar las células hepáticas estrelladas, la principal 

fuente de colágeno fibrilar en la fibrosis. Si bien la necrosis libera mayor cantidad de PMADs 

debido a la ruptura de la membrana, la apoptosis genera cuerpos apoptóticos que pueden ser 

fagocitados por las células hepáticas estrelladas y células de Kupffer, induciendo a su vez la 

fibrogénesis [38, 39]. 

Más significativo en la patogénesis de la fibrosis se considera a la respuesta inmune del 

huésped, desencadenada frente a la infección viral. La inflamación persistente y descontrolada 

es la base de la inmunopatogenia de la enfermedad. La infección por el VHC estimula el 

ensamblaje del inflamasoma, probablemente mediado por las células de Kupffer. El 

inflamasoma es una estructura multiproteica implicada en la respuesta a estímulos 

intracelulares, como los virus, a través de los receptores de tipo NOD (NLR). De ese grupo, la 

familia NLRP3 es la más estudiada. Es capaz de reconocer tanto PMADs como patrones 

moleculares asociados a patógenos (PMAPs), para liberar citoquinas proinflamatorias, como la 

IL-1β e IL-18 [40, 41]. La activación del inflamasoma por el VHC puede depender tanto del 

estímulo directo del virus como de sus efectos, tales como la generación de especies reactivas 

de oxígeno, la salida de potasio celular o la actividad de la proteína p7 viral [41, 42]. 

La interacción entre las distintas células hepáticas (hepatocitos, células de Kupffer, células 

hepáticas estrelladas, células endoteliales), así como las células inmunitarias reclutadas durante 

la infección, condiciona el microambiente hepático y media la señalización de la cascada 

inflamatoria (Figura 2). Al respecto, tanto los hepatocitos infectados, como las células de 
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Kupffer condicionadas tras la exposición al virus, inducen la expresión de genes relacionados 

con la fibrogénesis en las células hepáticas estrelladas, por ejemplo, mediante TGF-β 1 [41, 

42]. Además, los hepatocitos infectados y las células de Kupffer activadas secretan 

quimiocinas, como el ligando 5 de la quimiocina CC (CCL-5), que reclutan células inmunes al 

lugar de la infección, exacerbando la respuesta inflamatoria. Por otro lado, también producen 

especies reactivas de oxígeno que, al acumularse, pueden generar estrés oxidativo, agravando 

la respuesta inflamatoria e induciendo la activación de las células hepáticas estrelladas [41, 42]. 

 

Figura 2. Interacción celular en la fibrogénesis hepática. 

 

Abreviaturas: MMPs, metaloproteinasas de la matriz; TIMPs, inhibidores tisulares de las 

metaloproteinasas; PMADs, patrones moleculares asociados a daño; PMAPs, patrones 

moleculares asociados a patógenos; TNF, factor de necrosis tumoral; IFN, interferón. Imagen 

creada en Biorender.com.  

 

Aunque las células hepáticas estrelladas sean el efector central de la fibrogénesis, su activación 

también puede contribuir a la regresión de la fibrosis a través de la liberación de proteasas 
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capaces de degradar la matriz extracelular. Por tanto, el conocimiento de sus mecanismos de 

activación puede ayudar al desarrollo de terapias dirigidas que permitan revertir la respuesta 

fibrótica [37]. 

En esta comunicación intercelular, fundamental para el desarrollo de fibrosis, pueden jugar un 

papel importante los exosomas, pequeñas vesículas que contienen proteínas, ARN y otras 

moléculas, que son liberadas al microambiente y capturadas posteriormente por otras células y 

que se ha visto que participan tanto en procesos fisiológicos, como durante la enfermedad 

hepática [43]. 

Aunque la fibrogénesis parece, en gran medida, condicionada por el estado de inflamación 

crónica, el propio VHC en sí mismo puede promover el proceso. Así, se ha relacionado la 

proteína core con la estimulación de la proliferación de células hepáticas estrelladas, mediante 

la activación de las vías RAS/ERK y PI3K/PK-B, y a las proteínas NS3 y NS5 con la activación 

de la vía de NFκB, que regula la transcripción de genes relacionados con la inflamación. 

Además, el VHC puede aumentar directamente el estrés oxidativo. La presencia de proteína 

core en hepatocitos se relaciona con una reducción de los niveles intracelulares y 

mitocondriales de glutatión, el principal antioxidante endógeno, y la proteína NS3 puede 

estimular la generación de especies reactivas de oxígeno a través de la nicotinamida adenina 

dinucleótido fosfato reducida (NADPH) oxidasa en linfocitos T y células de Kupffer [39]. 

 

Progresión de la fibrosis 

El tejido fibrótico cicatricial, incapaz de desempeñar ninguna función útil, va reemplazando las 

células hepáticas a medida que la fibrosis progresa. El estado cirrótico representa la fase final 

de la hepatitis C crónica, donde la estructura y función del hígado se ven profundamente 

alteradas. 

Los pacientes con cirrosis se dividen entre aquellos en una fase inicial con una cirrosis estable 

y compensada, y aquellos en una fase avanzada o descompensada [44]. La subclasificación del 

proceso cirrótico en una sucesión de estadios clínicos proporciona una descripción más realista 

del curso de la enfermedad [45]. Se ha propuesto recientemente el término de enfermedad 

hepática crónica avanzada compensada (cACLD) para aquellos pacientes con enfermedad 

hepática crónica en riesgo de desarrollar hipertensión portal clínicamente significativa (HPCS), 

y que pretende reflejar mejor el hecho de que la fibrosis severa y la cirrosis forman parte del 
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mismo espectro continuo y, a menudo, son clínicamente indistinguibles en pacientes 

asintomáticos [46]. 

La descompensación viene caracterizada por la aparición de complicaciones derivadas de la 

insuficiencia hepatocelular y la hipertensión portal. Otras complicaciones de la cirrosis incluyen 

la peritonitis bacteriana espontánea y el síndrome hepatorrenal. 

La insuficiencia hepatocelular está causada por la muerte de los hepatocitos y su sustitución por 

tejido fibrótico, sin capacidad de desarrollar las funciones de síntesis y depuración propias del 

hígado intacto, por lo que aparece ictericia, trastornos de la coagulación, hipoalbuminemia, 

acumulación de productos tóxicos y/o encefalopatía. 

La hipertensión portal se genera por el aumento de presión que provoca la cirrosis sobre la vena 

porta. Esta hipertensión va a provocar la aparición de ascitis y el desarrollo de varices 

esofagogástricas, cuya posible ruptura es capaz de causar una grave hemorragia aguda con 

riesgo vital. Como medida indirecta de la presión portal, se suele utilizar el gradiente de la 

presión venosa hepática (GPVH), que se define como la diferencia entre la presión venosa 

suprahepática al enclavar el catéter y la libre. El GPVH oscila habitualmente entre 2 y 5 mm 

Hg en individuos sanos. Un gradiente mayor o igual a 6 mm Hg se considera hipertensión portal 

y uno mayor o igual a 10 mm Hg se considera HPCS. El grado de hipertensión portal condiciona 

el desarrollo y ruptura de las varices esofagogástricas y su reducción representa un objetivo 

terapéutico. Se requiere un GPVH de al menos 10 mm Hg para que se desarrollen las varices y 

uno de al menos 12 mm Hg para que se rompan [47]. Aunque el GPVH es el método de 

referencia para el diagnóstico de la HPCS, es un método invasivo cuyo uso está limitado a 

centros especializados [48]. Por ello, se han desarrollado estrategias no invasivas como la 

utilización del recuento plaquetario y la medición por elastografía. 

Durante la evolución de la fibrosis y establecimiento de la cirrosis, se van produciendo 

alteraciones progresivas de la respuesta inmune y cuyo grado de afectación es un reflejo de la 

gravedad de la enfermedad hepática. Estas alteraciones inmunológicas se han englobado bajo 

el término disfunción inmune asociada a cirrosis (CAID). La CAID representa un proceso 

dinámico caracterizado por la combinación de inflamación sistémica e inmunodeficiencia 

adquirida (Figura 3).  Se produce un aumento inflamatorio inicial en el proceso cirrótico, que 

cambia a un estado fundamentalmente inmunodeficiente en la cirrosis descompensada y en la 

insuficiencia hepática aguda sobre crónica (ACLF) [49]. 
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Se han descrito alteraciones tanto del sistema inmune innato como del adaptativo. Los 

principales sensores de la respuesta inmune innata son los receptores de reconocimiento de 

patrones, que son capaces de reconocer tanto PMADs como PMAPs, para después iniciar la 

respuesta inmune. El hígado es la principal fuente de estos receptores, tales como la proteína C 

reactiva,, la proteína de unión al lipopolisacárido (LPS) (LBP), y expresa varios de ellos, como 

los TLR. La cirrosis entorpece la respuesta innata al limitar la capacidad de síntesis hepática de 

los receptores de reconocimiento de patrones, entre otras proteínas, y alterar las vías de 

señalización mediadas por los TLR.  Además, el hígado también produce las proteínas del 

complemento, por lo que sus actividades de regulación del sistema inmune, citotóxicas y de 

opsonización se van a ver afectadas. Se observan bajos niveles de C3 y C4 en pacientes 

cirróticos debido a la síntesis reducida y al consumo aumentado de factores por la activación 

persistente [50]. 

También se han descrito alteraciones a nivel de los monocitos, con fallos en la quimiotaxis, 

fagocitosis o en la producción de especies reactivas de oxígeno. Se produce la pérdida de 

marcadores funcionales importantes, como el isotipo DR del antígeno leucocitario humano 

(HLA-DR) en monocitos, que es un marcador clásico de un estado de inmunoparálisis, una 

complicación conocida del shock séptico y de la ACLF, que también se ha descrito en la 

cirrosis. La inmunoparálisis se caracteriza por la sustitución de la producción de citoquinas 

proinflamatorias (como la IL-1 y el TNF-α) por citoquinas antiinflamatorias (como la IL-10). 

Otras células cruciales en la respuesta innata son los neutrófilos, cuyas funciones también se 

van a ver afectadas por el persistente estímulo inflamatorio, que se ve exacerbado por 

fenómenos de translocación bacteriana y/o de endotoxina [50]. 

La inmunidad adaptativa también se ve afectada en los pacientes cirróticos. Así, en la cirrosis 

avanzada, se ha observado una tendencia al establecimiento de un perfil inmunosupresor, con 

una disminución de la función citotóxica (respuestas Th1 y Th17) y un aumento de los linfocitos 

Treg [51], que puede contribuir al establecimiento del fenotipo disfuncional que se ha 

observado en los linfocitos T CD8+ de estos pacientes [52]. 

La CAID se asocia a un incremento de la permeabilidad intestinal y un descenso de la motilidad 

intestinal lo que favorece la translocación bacteriana, es decir, el paso de las bacterias y sus 

productos a través de la mucosa gastrointestinal. En consecuencia, aumenta el riesgo de sepsis 

y sus complicaciones derivadas [50, 53]. 
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Figura 3. Mecanismos de disfunción inmune asociada a la cirrosis. 

 

Abreviaturas: CAID, disfunción inmune asociada a la cirrosis; TLR, receptores tipo Toll. 

Imagen creada en Biorender.com, modificada a partir de [49]. 

 

Finalmente, los pacientes cirróticos pueden desarrollar CHC a un ritmo anual del 2 al 4% [54]. 

En el hígado cirrótico existen una multitud de lesiones precursoras del CHC, con un alto riesgo 

de transformación maligna, lo cual explica el origen multifocal del tumor, frecuentemente 

observado en el contexto de la hepatitis C crónica [54]. 

 

Marcadores de fibrosis 

Biopsia hepática 

La determinación del grado de fibrosis hepática es importante para fijar el pronóstico y ajustar 

el manejo y tratamiento de la hepatitis C crónica. La evaluación histológica de los cambios 

estructurales asociados, mediante la biopsia hepática, continúa siendo la prueba de referencia 



Introducción 

21 

[55]. La biopsia aporta información no sólo sobre la fibrosis, sino también sobre el grado de 

inflamación, necrosis, esteatosis y siderosis, entre otras características con potencial pronóstico. 

A lo largo de los años, se han ido estableciendo distintos sistemas de puntuación que clasifican 

el grado de fibrosis hepática, cada uno con sus ventajas e inconvenientes [56, 57]. Entre los más 

empleados se encuentran el Knodell, METAVIR, Ishak, Scheuer, Batts-Ludwig y Laennec. Los 

sistemas de estadificación histológica actualmente en uso se derivan del sistema inicial de 

Knodell. Así, por ejemplo, mientras que el sistema de puntuación Knodell fue diseñado para 

abordar de forma general la hepatitis crónica, el sistema METAVIR se diseñó y validó 

específicamente para pacientes con hepatitis C. En la mayoría de los estudios, se considera una 

fibrosis clínicamente significativa a un grado histológico de fibrosis mayor o igual a 2 sobre 4. 

La cirrosis corresponde al último estadio de clasificación en todos los sistemas [56, 57]. 

Sin embargo, la biopsia hepática presenta numerosas limitaciones. Aunque se considera una 

técnica relativamente segura, es un procedimiento invasivo y no está exenta de posibles 

complicaciones, como dolor y sangrado. Además, dado que sólo se toma una pequeña porción 

del órgano, puede presentar errores de muestreo y, también, puede estar sometida a variaciones 

de apreciación dependientes del observador [56, 57]. 

Debido a lo anterior, se han desarrollado métodos no invasivos para estimar la fibrosis. Entre 

estos podemos encontrar aquellos basados en pruebas de imagen, como la elastografía, y los 

que emplean la determinación de biomarcadores séricos. 

Elastografía 

La elastografía es una prueba de imagen que evalúa la elasticidad del tejido, es decir, su 

capacidad para deformarse cuando se aplica una fuerza extrínseca y luego volver a la forma 

inicial. A medida que se desarrolla más fibrosis, el hígado se torna cada vez más rígido y, por 

tanto, menos elástico. 

Los métodos elastográficos se pueden clasificar en aquellos basados en la resonancia magnética 

y en los que emplean ultrasonidos [58].  

La elastografía de transición fue el primer método de elastografía desarrollado [59] y es la 

prueba de imagen más estudiada y extendida para estimar la fibrosis, cuyo método 

comercializado recibe el nombre de Fibroscan® (Echosens, Francia). Emplea una sonda de 

ultrasonidos que mide la velocidad de propagación de una onda elástica, previamente generada 

por un pulso mecánico de vibración, que se relaciona proporcionalmente con la rigidez del 
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tejido [58]. Así, la medida de la rigidez del tejido hepático (LSM) es un marcador subrogado 

de la severidad de la fibrosis hepática. Actualmente, además de la medición de fibrosis, 

Fibroscan® es capaz de ofrecer simultáneamente información sobre el nivel de esteatosis 

hepática mediante la medición de la atenuación del ultrasonido. 

Su medición es continua, expresándose el resultado en unidades de kilopascal (kPa). Sus valores 

aumentan a medida que lo hace la gravedad de la enfermedad hepática crónica. Se pueden 

categorizar sus resultados de acuerdo a su correlación con la escala histológica METAVIR a 

través de puntos de corte bien establecidos: < 7,1 kPa (de F0, sin fibrosis, a F1, fibrosis leve 

portal sin septos); 7,1 - 9,4 kPa (F2, fibrosis significativa portal con algunos septos), 9,5 - 12,4 

kPa (F3, fibrosis portal con septos numerosos) y ≥ 12,5 kPa (F4, cirrosis) [60]; siendo ≥ 25 kPa 

predictivo para el desarrollo de varices esofágicas [61]. Un LSM ≥ 10 kPa es sugestivo de 

cACLD y uno de ≥ 15 kPa es altamente sugestivo de cACLD [46, 62] (Figura 4). Un valor de 

LSM ≥ 25 kPa se puede utilizar para determinar, de forma no invasiva, la presencia de HPCS 

en los pacientes con cACLD [48, 62, 63]. Aunque los criterios originales en el consenso Baveno 

VI y en el reciente Baveno VII mantienen la necesidad de endoscopia para la detección de 

varices esofágicas en pacientes con LSM > 20 kPa, se ha propuesto subir el punto de corte a 

≥ 25 kPa para mejorar la eficiencia (Baveno VI expandido) [64]. 

La elastografía de transición presenta una alta reproducibilidad, permitiendo obtener un 

resultado en un tiempo corto. Sin embargo, esta técnica mide la rigidez del tejido, de la cual la 

fibrosis puede representar sólo un pequeño componente de la misma en ciertas situaciones. La 

existencia de inflamación por hepatitis aguda, colestasis por obstrucción del tracto biliar, 

síndrome de Budd-Chiari y la ingesta reciente de alimentos, reducen la precisión de la 

elastografía de transición para evaluar la fibrosis [58]. Además, la aplicación de esta técnica 

puede ser difícil en pacientes que presentan obesidad, ascitis y espacios intercostales estrechos 

[58]. 
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Figura 4. Criterios de Baveno VII para la determinación no invasiva de enfermedad hepática 

crónica avanzada compensada e hipertensión portal clínicamente significativa. 

 

Abreviaturas: cACLD, enfermedad hepática crónica avanzada compensada; HPCS, 

hipertensión portal clínicamente significativa; kPa, kilopascales. Adaptado y modificado de 

[62]. 

 

Otras técnicas cuantitativas basadas en ultrasonidos, de más reciente desarrollo, son los 

métodos de elastografía de punto de onda de corte (pSWE) o la elastografía de ondas de corte 

bidimensional o tridimensional (2D o 3D-SWE), que se diferencian en la fuerza de excitación 

empleada. 2D o 3D-SWE representa el sistema más novedoso permitiendo obtener resultados 

en tiempo real de un área tisular completa, y no de un único punto como en la pSWE, mostrando 

mapas de color según rangos de rigidez. Aunque estas técnicas presentan gran sensibilidad y 

especificidad en detectar los distintos grados de fibrosis, no está claro que sean capaces de 

desbancar a la elastografía de transición como la técnica de elección en la práctica clínica [65, 

66]. 
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La elastografía por resonancia magnética también analiza las ondas mecánicas que se propagan 

a través del hígado. La disponibilidad de datos sobre su uso clínico es más escasa que en las 

técnicas de ultrasonidos, pero los existentes muestran un rendimiento excelente en la evaluación 

del grado de fibrosis. Su mayor limitación técnica se da en pacientes con un acúmulo de hierro 

excesivo en el hígado. Además, presenta actualmente menor accesibilidad que los otros 

métodos lo que limita, en gran medida, su uso [58, 66]. 

Biomarcadores 

Se han investigado y propuesto numerosos biomarcadores en diferentes contextos de la 

enfermedad hepática. Entre sus ventajas se incluyen: que no son invasivos, que presentan una 

gran disponibilidad con menor coste que otras estrategias y que pueden ser muy útiles para la 

monitorización de la enfermedad. Entre sus principales desventajas se encuentran: que los 

marcadores directos no son específicos de un órgano, que la mayoría funcionan mejor en 

estadios de fibrosis bien establecidos y no discriminan tan bien los estadios intermedios, que su 

aclaramiento se ve influenciado por la función biliar y/o renal, que presentan una precisión 

mejorable y que se requiere profundizar en la validación en determinados contextos clínicos 

[58, 67]. 

Los biomarcadores se pueden dividir en dos categorías. Los de clase I son marcadores directos 

del recambio de la matriz extracelular, mientras que los de clase II son marcadores indirectos, 

que reflejan cambios en la función hepática. 

Los marcadores directos están involucrados en el metabolismo de la matriz extracelular por 

parte de las células hepáticas estrelladas y otras células. Sus niveles se elevan progresivamente 

junto con la fibrosis y tienden a bajar en respuesta al tratamiento. Se pueden subdividir, a su 

vez, de acuerdo a su estructura molecular en: colágenos (como el propéptido carboxiterminal 

del procolágeno tipo I, propéptido aminoterminal del procolágeno tipo III (PIIINP) y el nivel 

del colágeno IV); glicoproteínas y polisacáridos (como el ácido hialurónico, laminina y la 

glicoproteína 39 del cartílago humano); colagenasas y sus inhibidores (MMPs y TIMPs); y 

citoquinas y marcadores proteicos (TGF-β1, el factor de crecimiento derivado de 

plaquetas,  proteína asociada a microfibrillas 4, y los niveles de los fragmentos de la 

citoqueratina 18) [58, 67]. 

Los marcadores indirectos miden la función hepática, reflejando indirectamente el grado de 

fibrosis. Son utilizados rutinariamente dentro de la práctica clínica. Entre ellos, podemos 

encontrar enzimas hepáticas (como la AST, ALT, gamma-glutamil transferasa y fosfatasa 
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alcalina), marcadores de síntesis (tiempo de protrombina, bilirrubina, albúmina y otras 

proteínas como haptoglobina o lipoproteínas), y otros marcadores indirectos (como el recuento 

de plaquetas). Aunque estos marcadores son baratos y ampliamente disponibles, no presentan 

tan buen rendimiento como los directos para evaluar el grado de fibrosis [58, 67]. 

La combinación de varios biomarcadores puede mejorar el rendimiento de estos análisis en 

términos de sensibilidad y especificidad. Entre ellos destacan el cálculo de la relación 

AST/ALT, la relación AST/plaquetas (APRI), NFS (que se utiliza específicamente en la 

enfermedad del hígado graso asociada a la disfunción metabólica, MAFLD) y FIB-4. FIB-4, 

como su nombre indica, se basa en cuatro variables: recuento de plaquetas, edad, AST y ALT. 

Su resultado va a indicar el grado de fibrosis, siendo < 1,45 bajo riesgo para fibrosis avanzada 

(F0 - F1) y > 3,25 alto riesgo (F3 - F4), con riesgo intermedio entre estos valores [58, 68]. 

Se han desarrollado paneles de marcadores más complejos que presentan mejor precisión 

diagnóstico, pero con un mayor coste asociado. Los más usados son el Enhanced Liver Fibrosis 

(ELF®), el Fibrotest/Fibrosure® y el Hepascore®. Todos tienen un buen valor predictivo 

negativo para descartar fibrosis avanzada. Mientras que el ELF® se usa fundamentalmente en 

Europa, en Estados Unidos se suele emplear el Fibrotest/Fibrosure® y el Hepascore® [58, 68]. 

El ELF®, originalmente diseñado para pacientes con hepatitis C crónica, emplea la medición de 

tres biomarcadores directos como son el ácido hialurónico, el TIMP-1 y el PIIINP. 

Además, la progresión de la fibrosis hepática es multifactorial, imbricándose tanto factores 

genéticos como ambientales. En los últimos años, se ha ido generando evidencia creciente sobre 

la contribución fibrótica de ciertos marcadores genéticos. En este sentido, se han asociado 

distintos polimorfismos relacionados con la respuesta inmune mediada por IFN y citoquinas en 

la progresión de la fibrosis y en la aparición de CHC [69]. Además, las alteraciones epigenéticas 

causadas por el virus, incluyendo modificaciones de histonas y la hipermetilación o 

hipometilación de ciertos genes, puede estar detrás del riesgo incrementado de CHC. Esta marca 

podría permanecer incluso tras la cura virológica [70]. Por otro lado, los miARNs, que actúan 

regulando la expresión génica, se han visto alterados durante la infección por el VHC [71]. Su 

perfil puede desregularse, tanto en pacientes monoinfectados con el VHC [72], como en 

coinfectados con VHC/VIH [43]. La evaluación de este perfil viral tras la curación virológica 

podría tener importancia para el seguimiento de estos pacientes, incluso teniendo consecuencias 

específicas dependiendo del sexo del paciente [73]. 
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Modelos pronósticos 

Los modelos pronósticos son útiles para estimar la gravedad y mortalidad y, por tanto, tomar 

decisiones clínicas al respecto. Los sistemas de puntuación de Child-Turcotte, modificado 

posteriormente por Pugh (CTP), y el modelo establecido para la enfermedad hepática en etapa 

terminal (MELD) se han utilizado clásicamente para la evaluación pronóstica de la cirrosis 

hepática (Tabla 1). 

La escala CTP asigna entre 1 y 3 puntos, según el nivel de alteración, a las concentraciones 

plasmáticas de bilirrubina y albúmina, el tiempo de protrombina, y el grado de encefalopatía y 

ascitis. Además, designa tres clases de acuerdo a la puntuación obtenida, A (5 - 6 puntos), B (7 

- 9 puntos) y C (10 - 15 puntos). La clase A representa una enfermedad compensada, en la clase 

B aparece la disfunción hepática con un grado de descompensación moderado y en la clase C 

la enfermedad está gravemente descompensada. Estas clases correlacionan con las tasas de 

supervivencia a uno y dos años: clase A: 100 y 85%; clase B: 80 y 60%; y clase C: 45 y 35%, 

respectivamente. 

Este sistema empírico de estadificación está validado y consolidado para evaluar el grado de 

disfunción hepática y, dado su fácil uso, está ampliamente extendido en la práctica clínica. Sin 

embargo, presenta una serie de desventajas, como utilizar parámetros subjetivos (ascitis y 

encefalopatía hepática) que, además, pueden ser modificados por el tratamiento médico y la 

existencia de un suelo y un techo en su capacidad discriminatoria, ya que a partir de un 

determinado valor la puntuación asignada ya no cambia [74]. 

Para intentar superar estas limitaciones, se desarrolló el modelo MELD. Es un índice pronóstico 

de mortalidad objetivo, calculado a partir de tres variables analíticas rutinarias de laboratorio: 

bilirrubina, creatinina y el índice internacional normalizado (INR), calculado a partir del tiempo 

de protrombina. Sus valores oscilan entre 6 y 40, representando un mejor pronóstico cuanto 

más bajo es el resultado. Debe emplearse en pacientes mayores de 12 años, mientras que para 

los menores de esa edad se emplea el índice MELD pediátrico (PELD). La escala MELD es 

usada como base para el orden de asignación de órganos en la lista de trasplante (excluyendo a 

los estadios que se consideran urgencias), aunque puede haber situaciones clínicas cuya 

representación por este modelo no sea del todo adecuada [74]. 

La capacidad predictiva del MELD para predecir mortalidad a corto plazo se sitúa alrededor 

del 85%, lo que significa que cerca de un 15% de los pacientes presenta alta mortalidad con un 

bajo puntaje del MELD [75]. Para intentar mejorar la capacidad pronóstica, se han propuesto 
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nuevos modelos a partir de la modificación del MELD como el MELD-Na, MELD integrado 

(iMELD), Refit MELD y Refit MELD-Na. Dado que la gravedad de la hipertensión portal se 

relaciona inversamente con la concentración de sodio, debido al acúmulo de agua libre, en ellos 

se ha incorporado la determinación de la concentración sérica de sodio [74]. 

 

Tabla 1. Cálculo, interpretación y comparación de los sistemas de puntuación de CTP y MELD. 

 

Modificado a partir de [76]. 

 

Ambos sistemas de puntuación, MELD y CTP, presentan habilidades pronósticas similares en 

la mayoría de los casos, con estudios apuntando a favor de ambas direcciones. Sin embargo, 

bajo ciertas condiciones clínicas, puede que sea más favorable el uso de uno respecto al otro 

[77]. 

Estos sistemas de puntuación han mostrado sus carencias en el contexto de la ACLF. La ACLF 

es un subconjunto de la insuficiencia hepática caracterizado por una descompensación aguda 

de una hepatopatía crónica, acompañada de fallo multiorgánico y asociada a una elevada 
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mortalidad [78]. La capacidad pronóstica de las escalas tradicionales, como MELD y CTP, se 

ve muy restringida debido a que no tiene en consideración el fallo de otros órganos clave en 

pacientes críticos, como la afectación vascular, cerebral y de la función respiratoria [79]. El uso 

del iMELD que integra el MELD, la edad y la natremia parece que es capaz de mejorar, al 

menos en parte, esta capacidad pronóstica [79]. 

Alternativamente, se han empleado índices generales de clasificación pronóstica, como el 

índice de evaluación fisiológica aguda y crónica de la salud II (APACHE II) y el índice de 

evaluación secuencial de fallo orgánico (SOFA). Estos índices mejoran sus prestaciones, pero 

los elementos que los constituyen obvian las características fisiopatológicas y clínicas de la 

cirrosis. Por ello, se han desarrollado recientemente nuevos sistemas de puntuación, 

modificados a partir de los generales, como son los sistemas CLIF-OF, CLIF-SOFA y RFH 

(Royal Free Hospital) [79]. Aunque se requieren más estudios que permitan conocer en 

profundidad el desempeño de estas escalas, el sistema CLIF-C ACLF, que simplifica y mejora 

la capacidad pronóstica del CLIF-SOFA, ha mostrado una mayor precisión en la predicción de 

la mortalidad en pacientes con ACLF [80]. 

Dadas las limitaciones de la escala MELD en demostrar la necesidad de trasplante hepático en 

pacientes con ACLF y el aumento de la prevalencia de la misma, puede ser necesario revaluar 

su uso actual como el sistema considerado más objetivo para la asignación de injertos [81]. 
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Tratamiento de la infección por el VHC 

 

Tratamientos disponibles 

A diferencia del VHB o el VIH, la replicación del VHC es totalmente citoplasmática y no 

integra su genoma en la célula huésped. Esto ha permitido hablar de curación de la infección 

por el VHC, definida como respuesta viral sostenida (RVS). La RVS se describe, con los 

tratamientos actuales, como una carga viral indetectable tras 12 semanas después del final del 

tratamiento. Por supuesto, esto sólo se refiere a la curación virológica, la cual debe diferenciarse 

de la curación de la enfermedad hepática que el paciente haya podido desarrollar, lo cual será 

tratado más extensamente en este trabajo. 

El IFN ha sido, tradicionalmente, la principal herramienta para el tratamiento de la infección 

por el VHC debido a sus propiedades antivirales e inmunoestimulantes. El uso de su forma 

pegilada junto con la ribavirina, un análogo sintético de nucleósidos (guanosina e inosina), 

produce una RVS en cerca del 50% de los infectados, en el mejor de los casos. Su uso no está 

carente de efectos adversos, siendo los más habituales los síntomas seudogripales, la depresión 

o las alteraciones hematológicas (neutropenia, trombopenia), así como, menos frecuentemente, 

la exacerbación de enfermedades autoinmunes o las alteraciones tiroideas [25].  

El gran avance en el conocimiento en la biología del VHC ha permitido el desarrollo de 

inhibidores específicos frente a proteínas virales o AADs. Estos nuevos agentes han modificado 

completamente el tratamiento de la infección por el VHC. Se clasifican en tres familias distintas 

de fármacos: los inhibidores de la proteasa NS3/NS4 (que se designan con la terminación -

previr), los inhibidores de NS5A (que reciben la terminación -asvir) y los inhibidores de la 

polimerasa NS5B (que acaban en -buvir). La combinación de fármacos de distintas familias 

permite incidir en distintas fases del proceso replicativo [25, 82]. 

Los esquemas de tratamiento con AADs, globalmente, son capaces de curar con éxito la 

infección por el VHC en > 95% de personas tratadas [83, 84]. La curación virológica se asocia 

a una mejoría de la calidad de vida, con un descenso de las tasas de mortalidad, evolución a 

cirrosis, descompensación hepática, aparición de CHC y manifestaciones extrahepáticas. Por 

ello, se recomienda el tratamiento con AADs para todos los adultos con infecciones agudas o 

crónicas por el VHC, salvo aquellos casos con una expectativa de vida limitada [16, 84]. El 

tratamiento se debe considerar prioritario en el caso de pacientes con: fibrosis significativa 
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(puntuación METAVIR F2 o F3) o cirrosis (METAVIR F4), manifestaciones extrahepáticas 

clínicamente significativas, recurrencia del VHC después de un trasplante hepático, riesgo de 

una evolución rápida de la enfermedad hepática debido a comorbilidades y en riesgo de ser 

transmisores del VHC [84]. En pacientes con CHC activo, las tasas de obtención de RVS tras 

AADs parecen no afectarse y el aumento en la supervivencia de estos pacientes, probablemente 

se deba a la reducción en las descompensaciones hepáticas [85]. En línea con Europa y Estados 

Unidos, en España se han ido incorporando de forma progresiva nuevos esquemas de 

tratamiento con AADs desde 2014 [23, 86]. 

La indicación de tratamiento en los pacientes coinfectados por VHC/VIH es la misma que en 

los pacientes monoinfectados con el VHC [86]. La terapia es segura y altamente efectiva en 

estos pacientes coinfectados, sin embargo, se deben considerar las posibles interacciones 

medicamentosas entre los AADs y la terapia antirretroviral antes de iniciar el tratamiento [87]. 

Los fallos de tratamiento, aunque poco frecuentes (2 - 5%), pueden ocurrir y afectar a un 

número significativo de pacientes, dada la prevalencia de la enfermedad. Entre las posibles 

causas se incluyen la no adherencia, interacciones farmacológicas, problemas relacionados con 

la farmacodinamia y/o farmacocinética, polimorfismos genéticos del huésped y sustituciones 

virales asociadas a resistencias [88]. 

La disponibilidad de tratamientos eficaces, seguros y de fácil aplicación, permiten avanzar hacia 

el objetivo de eliminación del VHC. Con la idea de facilitar el acceso al tratamiento, se están 

desarrollando algoritmos simplificados que permitan a un mayor número de sanitarios 

administrar el tratamiento antiviral a adultos, sin tratamiento previo, y sin cirrosis o con cirrosis 

compensada [16]. Además, el genotipado del VHC ya no es un requisito universal antes del 

inicio del tratamiento y no es necesario para pacientes sin tratamiento previo y sin cirrosis, en 

los cuales se emplea un régimen capaz de tratar todos los genotipos distintos, es decir, 

pangenotípico. Actualmente, hay tres regímenes que combinan AADs y que son 

pangenotípicos: sofosbuvir más velpatasvir, glecaprevir más pibrentasvir y sofosbuvir más 

velpatasvir más voxilaprevir. El tratamiento para la infección por VHC está en continua 

evolución a medida que aparecen nuevos fármacos y datos sobre los mismos [16]. 
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El hígado tras la eliminación del virus 

Los beneficios obtenidos tras la eliminación del virus, tanto en términos de supervivencia como 

de calidad de vida, son mayores si ésta ocurre en las primeras etapas de la enfermedad hepática 

[89]. La RVS reduce, pero no elimina, el riesgo de complicaciones derivadas en aquellos con 

una fibrosis significativa, especialmente en estadio de cirrosis y, más aún, en cirrosis 

descompensada (Figura 5). 

 

Figura 5. Beneficios de la respuesta viral sostenida en la función hepática. 

 

Abreviaturas: RVS, respuesta viral sostenida; CHC, carcinoma hepatocelular. Imagen creada 

en Biorender.com, modificada a partir de [89]. 

 

Aunque originalmente se pensaba que el proceso de fibrosis era irreversible, ahora se considera 

un proceso dinámico resultante de la interacción entre fibrogénesis y fibrolisis. Sin embargo, la 

estimulación por daño crónico y la progresión hacia cirrosis reduce las posibilidades de revertir 

el daño, incluso tras eliminar la infección. Los mecanismos de reversión de la fibrosis están 

relacionados con las células hepáticas estrelladas, dado su papel central en la fibrogénesis. Entre 

los destinos celulares que favorecen la resolución fibrótica están el paso de éstas a su estado 
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previo quiescente, la destrucción de las mismas mediante autofagia o apoptosis, o la entrada en 

un estado senescente (Figura 6). La participación del sistema inmune también puede ser 

importante en la reversión de la fibrosis. Así, las células de Kupffer residentes y los macrófagos 

de perfil inflamatorio (IL-1β y TNF-α) y profibrogénicos (TGF-β) pueden ser sustituidos por 

células de Kupffer secretoras de citoquinas antiinflamatorias y MMPs, y de macrófagos con 

función restauradora (como los macrófagos Ly-6Clow) [90]. 

 

Figura 6. Destinos celulares de las células hepáticas estrelladas. 

 

Imagen creada en Biorender.com, modificada a partir de [90]. 

 

En pacientes con fibrosis leve o moderada, el tratamiento de pacientes con AADs, cuyo objetivo 

es evitar la progresión continuada hasta la cirrosis o el CHC, consigue reducir la mortalidad de 

una manera significativa. La situación se dificulta en pacientes con enfermedad hepática 

avanzada. Las complicaciones derivadas de la cirrosis, a menudo, continúan siendo 

significativas incluso tras la cura virológica. En pacientes con cirrosis compensada, la obtención 

de una RVS se ha relacionado con la regresión de la fibrosis y con la reducción en la 

hipertensión portal, la frecuencia de las descompensaciones y el riesgo de aparición de CHC. 

En pacientes con cirrosis descompensada, aunque la RVS parece mejorar la supervivencia 
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global, sólo se ha asociado débilmente a la prevención de nuevas descompensaciones o a la 

aparición de CHC [89]. 

La curación virológica puede tener una consecuencia paradójica. Los pacientes con cirrosis 

descompensada pueden mejorar de tal manera que, a medida que su puntuación MELD 

disminuye, también lo hace su elegibilidad para un posible trasplante hepático. De esta manera, 

los pacientes pueden no tener acceso al trasplante con una consiguiente mala calidad de vida, 

pese a que su esperanza de vida haya aumentado en el corto plazo [91]. 

La RVS puede acarrear, también, una reducción significativa de las manifestaciones 

extrahepáticas, que en ausencia de enfermedad hepática terminal que curse con síntomas 

hepáticos claros, suele ser la causa de la mayor parte de las molestias atribuidas a la infección 

por el VHC. Notablemente, esta asociación fue originalmente descrita en pacientes coinfectados 

con el VIH [91].  Por ello, el grado de enfermedad hepática no debería ser el único aspecto a 

considerar en la indicación de tratamiento [91]. De hecho, las guías actuales recogen la 

recomendación de tratamiento con AADs a todos los adultos, con preferencia en ciertos grupos, 

como se ha explicado en apartados previos. 

El riesgo de CHC se mantiene tras la curación virológica, tanto en pacientes con antecedente 

de CHC como sin él, debido a las consecuencias de la enfermedad hepática crónica. Sin 

embargo, el riesgo parece disminuir con el tiempo [85]. La persistencia de las marcas 

epigenéticas, inducidas por la infección viral, tras la curación virológica puede implicar la 

desregulación de vías de señalización prooncogénicas que sean parcialmente responsables del 

riesgo aumentado para la aparición y/o recurrencia del CHC [32]. La identificación de 

marcadores moleculares y epigenéticos, así como otras comorbilidades asociadas, que se 

relacionen con el riesgo aumentado de CHC puede ser muy útil para distinguir a los pacientes 

que requieran programas específicos de cribado tras la RVS [92]. Además, el desarrollo de 

fármacos quimiopreventivos eficaces abre una perspectiva optimista en el tratamiento de las 

enfermedades hepáticas avanzadas [93]. 

Dado que la eliminación del virus no cura la enfermedad hepática, puede ser necesario un 

tratamiento adicional específico para revertir la fibrosis y la recuperación del daño hepático. El 

tratamiento estaría dirigido a conseguir la inhibición del entrecruzamiento entre las fibras de 

colágeno y la deposición de elastina, la degradación de estos elementos, la inhibición del 

proceso de contracción - retracción del tejido fibrótico y la estimulación de la apoptosis de las 

células hepáticas estrelladas [94]. En este sentido, podrían tener cabida el desarrollo de terapias 
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dirigidas a controlar la función de las MMPs y los TIMPS, actores clave en la mediación entre 

los procesos de fibrinogénesis y fibrinolisis [37]. 

En relación a las alteraciones metabólicas, el tratamiento con AADs y la curación viral es capaz 

de mejorar la función metabólica hepática, tanto a nivel del control glucémico como la 

esteatosis hepática.  En pacientes diabéticos se detecta una mejora en el estatus diabético [31]. 

Sin embargo, muchos genes permanecen desregulados, como los relacionados con la función 

peroxisomal [32]. En relación al riesgo cardiovascular se han descrito datos contradictorios. 

Los pacientes con RVS adquieren un perfil lipídico desfavorable tras la reversión de la 

esteatosis hepática y de la hipocolesterolemia asociada [95]. Sin embargo, a pesar de este perfil 

lipídico, los pacientes mejoran sus factores de riesgo, recuperando su función endotelial y un 

metabolismo de los carbohidratos adecuado, lo que se traduce en una reducción del 43% en la 

incidencia de eventos cardiovasculares [96]. 
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Coinfección por VHC/VIH 

La coinfección por el VIH y el VHC es común, debido principalmente a que comparten vías de 

transmisión. La prevalencia de infección activa por el VHC en pacientes coinfectados por el 

VIH en España se estimó en un 2,2% a finales de 2019, con una bajada del 90% respecto a las 

cifras de 2015 [97]. Esta reducción drástica probablemente sea debida, fundamentalmente, al 

tratamiento con AADs. Aun así, la cirrosis relacionada con el VHC sigue siendo significativa 

en esta población. La intersección entre ambas epidemias tiene importantes consecuencias 

clínicas. 

Aunque el VIH infecta principalmente células del sistema inmune, también es capaz de infectar 

hepatocitos y células hepáticas estrelladas [98]. La desregulación inmune generada durante la 

coinfección se acrecienta, lo que dificulta el control espontáneo de la infección por el VHC y 

disminuye sus tasas.  

Los pacientes coinfectados presentan una tasa acelerada de progresión de la fibrosis en 

comparación con los monoinfectados con el VHC [98]. La progresión acusada de la fibrosis en 

estos pacientes conlleva unas mayores tasas asociadas de descompensación hepática y 

mortalidad. Además, la prevalencia del CHC está incrementada en los pacientes coinfectados 

VHC/VIH respecto a los monoinfectados con el VHC [99]. 

La inmunopatogenia de esta progresión acelerada parece ser una combinación de múltiples 

factores.  

En primer lugar, la respuesta celular en los pacientes coinfectados puede debilitarse debido a la 

reducción en el número de los linfocitos T CD4+, tan característica de la infección por el VIH, 

que a su vez interfiere con la respuesta de los linfocitos T CD8+, que es crucial ante las 

infecciones virales. Están involucrados tanto la ratio CD4+/CD8+ reducida, como las respuestas 

antivirales deficientes por parte de los linfocitos T [98]. La desregulación del sistema inmune, 

acentuada por la infección por el VIH, afecta también a las vías inmunomediadas por citoquinas, 

tales como IL-1, IL-6 o la proteína de 10 kilodalton inducida por IFN-γ (IP-10) [100]. 

En segundo lugar, la infección por el VIH puede favorecer una activación crónica del sistema 

inmune [98]. Esta activación puede estar mediada, al menos parcialmente, por fenómenos de 

translocación bacteriana. En los pacientes con VIH se produce el deterioro de la integridad de 

la barrera epitelial que, junto con la depleción de la población linfocitaria CD4+ intestinal, 

favorece el paso de las bacterias y sus productos. Sin embargo, la translocación bacteriana no 
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parece estar detrás de la progresión de la cirrosis en pacientes coinfectados y con enfermedad 

hepática avanzada [101]. 

En tercer lugar, las propias proteínas virales del VIH pueden estar involucradas. Se ha asociado 

la glicoproteína gp120 del VIH tanto a la inducción de la apoptosis en hepatocitos como a la 

inducción de la replicación del VHC en los mismos. El VIH puede estar también activando 

directamente las células hepáticas estrelladas o a través de mediadores proinflamatorios [98]. 

En cuarto lugar, la alteración en el balance entre MMPs y TIMPs es más evidente en pacientes 

coinfectados, particularmente en aquellos con una mayor depleción de CD4+. Tanto la 

desregulación de las citoquinas, como el aumento en LPS derivado de la translocación 

bacteriana, se han postulado como contribuidores de esta alteración [100]. 

Finalmente, las alteraciones metabólicas también se ven acrecentadas por el VIH y por el 

tratamiento antirretroviral, siendo ambos capaces de inducir resistencia a la insulina y de 

promover la esteatosis hepática. La infección por el VIH es capaz de provocar directamente 

alteraciones a nivel mitocondrial, que contribuyan al establecimiento de la esteatosis [100] 

La mejora en la eficacia y seguridad de la terapia antirretroviral combinada (cART) ha 

permitido tratar a los pacientes infectados de una forma más efectiva. El empleo de cART puede 

ayudar a mitigar la aceleración de la fibrogénesis. Aunque ralentizada, clásicamente estos 

pacientes continuaban con una mayor progresión, debido a la existencia de comorbilidades, 

como factores metabólicos [99]. Recientemente, se ha descrito que los pacientes coinfectados 

no presentan mayor riesgo de CHC o descompensación hepática tras el tratamiento con cART, 

sin embargo, mantienen una mayor tasa de mortalidad, probablemente debido a causas no 

hepáticas [102]. 

Debido a la fibrogénesis acelerada, los pacientes coinfectados por VHC/VIH se han 

considerado clásicamente una población especial entre aquellos con hepatitis C crónica [103]. 

Sin embargo, la coinfección no disminuye la efectividad del tratamiento con AADs para el 

VHC, alcanzando tasas de RVS similares  [103, 104].  Además, ambos subgrupos presentan 

una recuperación de la función hepática similar [105]. Así, las guías actuales de tratamiento se 

aplican a ambas poblaciones, con la salvedad del riesgo de interacción medicamentosa entre la 

cART y los AADs.  Esto ha permitido eliminar el VIH como contraindicación para el enfoque 

de tratamiento simplificado de la última actualización de la guía de tratamiento frente al VHC 

[106]. 
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Los beneficios asociados a la RVS también se recogen por parte de esta población. Así, en 

pacientes coinfectados con cirrosis avanzada, la erradicación del VHC tras la terapia con AADs 

se asoció a una mejora en la gravedad de la enfermedad hepática y los biomarcadores 

plasmáticos (inflamación, coagulopatía y angiogénesis) [107], así como en la expresión génica 

relacionada con la respuesta antiviral e inflamatoria, particularmente en los niveles de varias 

quimiocinas y de los ISGs [108]. 

No obstante, los datos limitados de los que se disponen sugieren que la curación virológica del 

VHC no reduce la persistencia del VIH [109]. Además, pese a la mejora en la función hepática 

tras los AADs, muchos pacientes siguen muriendo o requiriendo trasplante y la incidencia de 

CHC entre los coinfectados por VHC/VIH sigue subiendo [104].  

En conclusión, se conoce que la RVS no elimina por completo las alteraciones acumuladas y 

que la infección por el VIH contribuye, en sí misma, a la inflamación hepática. Debido a esto, 

se requieren nuevos estudios que incidan sobre esta población (coinfectados VHC/VIH) y que 

indaguen en la fisiopatología de estos procesos, así como en la identificación de posibles nuevos 

biomarcadores de utilidad. El manejo y seguimiento de estos pacientes se beneficiaría del 

establecimiento de biomarcadores que puedan estratificar mejor a los pacientes con cirrosis, de 

acuerdo a distintos estadios pronósticos. 

En este trabajo se aborda un estudio transversal y global de pacientes con enfermedad hepática 

avanzada, tanto a nivel de análisis de biomarcadores plasmáticos, de alteraciones 

metabolómicas y transcripcionales en pacientes monoinfectados por el VHC y coinfectados por 

VHC/VIH. Esto permitirá ahondar en el conocimiento de los profundos y complejos cambios 

que se producen en la progresión de la hepatitis C crónica. Estos estudios, seguidos de una 

evaluación longitudinal para estudiar la respuesta en los mismos de la terapia con AADs, serán 

muy útiles para mejorar el seguimiento y el tratamiento de estos pacientes. 
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A medida que la fibrosis progresa, también lo hacen el número de complicaciones, con una 

elevada morbimortalidad asociada. La mejora del conocimiento sobre los mecanismos que 

subyacen a las alteraciones encontradas durante la progresión de la hepatitis C crónica puede 

ayudar a perfeccionar el seguimiento y tratamiento de los pacientes coinfectados con el VHC y 

el VIH. Asimismo, la atención clínica se beneficiaría con el desarrollo de herramientas que 

permitan estratificar adecuadamente a los pacientes, de acuerdo a sus alteraciones moleculares. 

En este sentido, el estudio de biomarcadores plasmáticos relacionados con los distintos procesos 

alterados durante la cirrosis avanzada (inflamatorios, de disfunción endotelial, de coagulopatía, 

angiogénesis y de translocación bacteriana) podría fomentar el entendimiento de los 

mecanismos fisiopatológicos implicados y, en última instancia, ayudar al manejo clínico de los 

pacientes con hepatitis C crónica. 

Por otro lado, las alteraciones metabólicas son frecuentes durante la enfermedad hepática, dado 

el papel central del hígado en el metabolismo del organismo. Tanto la infección por el VHC 

como el VIH son causantes de diversas alteraciones metabólicas, y el estudio del perfil 

metabólico en pacientes cirróticos coinfectados por VHC/VIH puede contribuir a dilucidar 

potenciales mecanismos e identificar biomarcadores de progresión desfavorable. 

Finalmente, el análisis de la expresión génica en estadios clínicos determinados permite 

explorar los mecanismos moleculares relevantes durante la patogénesis, pudiendo llegar a 

identificar nuevos biomarcadores y/o rutas involucradas en el pronóstico de los distintos grupos 

de pacientes. La aparición de HPCS puede conducir a complicaciones graves y, por tanto, a la 

necesidad de un manejo y tratamiento reforzados.



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Objetivos 



Objetivos 

42 

El objetivo global de este trabajo es obtener información sobre los posibles mecanismos 

subyacentes implicados en el curso clínico de la enfermedad hepática crónica y la identificación 

de biomarcadores asociados en pacientes cirróticos monoinfectados por el VHC y coinfectados 

por VHC/VIH.  

Los objetivos específicos son: 

-Evaluar la asociación de marcadores plasmáticos relacionados con la inflamación, 

coagulopatía y angiogénesis con la gravedad de la cirrosis hepática en base a la puntuación 

CTP, en pacientes con cirrosis avanzada infectados por el VHC, con y sin VIH. 

-Identificar los metabolitos plasmáticos asociados con las características clínicas y 

epidemiológicas más relevantes, la puntuación CTP y la descompensación hepática en 

pacientes con cirrosis avanzada coinfectados por VHC/VIH y monoinfectados por el VHC. 

-Analizar el perfil de la expresión génica de la cirrosis en CMSPs de pacientes coinfectados por 

VHC/VIH, así como establecer marcadores de expresión génica que permitan distinguir a los 

pacientes con cirrosis avanzada con alto riesgo de HPCS (LSM ≥ 25 kPa).
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Sujetos de estudio 

Los tres artículos de este trabajo de tesis [110-112] incluyen pacientes procedentes de dos 

cohortes prospectivas (Tabla 2), pero aquí solo se analizaron datos basales de estas dos cohortes 

(diseño transversal). Todos los pacientes coinfectados habían sido tratados con cART ≥ 6 meses 

y presentaban carga viral plasmática del VIH indetectable (< 50 copias/mL). 

 

Cohorte GeSIDA 3603b 

Esta cohorte del grupo de estudio del síndrome de inmunodeficiencia adquirida (GeSIDA) está 

formada por pacientes coinfectados por VHC/VIH (Estudio GeSIDA 3603b), que comenzaron 

tratamiento frente a la hepatitis C crónica con interferón y ribavirina, entre febrero de 2012 y 

junio de 2014, en 18 centros del territorio español. Los criterios de inclusión de los pacientes 

están descritos en Salgüero et al. [112]. 

 

Cohorte ESCORIAL 

Esta cohorte del estudio ESCORIAL está formada por pacientes coinfectados por VHC/VIH 

con cirrosis avanzada que comenzaron tratamiento libre de interferón con AADs, entre enero 

de 2015 y junio de 2016, en cuatro centros de la Comunidad de Madrid. Los criterios de 

inclusión de los pacientes están descritos en Salgüero et al. [110-112]. 

 

Aspectos éticos 

Los datos clínicos y epidemiológicos fueron recogidos con un cuaderno de recogida de datos 

electrónico online que cumplió con todos los requerimientos de confidencialidad de datos. Estos 

datos fueron posteriormente tratados respetando, en todo momento, los principios éticos básicos 

de la investigación con muestras biológicas, y lo establecido por la legislación aplicable (Ley 

Orgánica 15/1999, de protección de datos de carácter personal; Ley 41/2002, reguladora de la 

autonomía del paciente y Ley 14/1986, general de sanidad). Se respetaron los principios éticos 

de investigación recogidos en la Declaración de Helsinki y en el informe Belmont, así como los 

contenidos en la Declaración Universal de la UNESCO referentes al genoma humano. De igual 

manera, se aplicó la Ley Orgánica 5/1992, de regulación del tratamiento automatizado de los 

datos de carácter personal. 
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La investigación fue aprobada por el Comité de Bioética del Instituto de Salud Carlos III, así 

como por el Comité Ético Científico del Biobanco VIH del Hospital General Universitario 

Gregorio Marañón. Todos los pacientes firmaron el consentimiento informado por escrito para 

la inclusión en el estudio. 

 

Variables de estudio recogidas 

i. Variables sociodemográficas. 

ii. Consumo de alcohol de forma habitual. 

iii. Consumo de otras drogas. 

iv. Determinaciones de laboratorio. 

v. Variables relativas al tratamiento antirretroviral. 

vi. Variables relacionadas con la infección por los virus causantes de hepatitis. 

vii. Variables relacionadas con la hepatopatía. 

 

Muestras biológicas 

Las muestras de sangre se recogieron por venopunción en tubos con ácido 

etilendiaminotetraacético (EDTA) como anticoagulante, en los diferentes hospitales incluidos 

en el estudio. Las muestras se enviaron dentro de las primeras 24 horas desde la extracción al 

Biobanco VIH del Hospital General Universitario Gregorio Marañón, donde se procesaron por 

gradiente de densidad utilizando Ficoll-PaqueTM, para la obtención de plasma y CMSPs, que 

fueron posteriormente almacenados por separado hasta su uso. 

 

Grupos de estudio 

Para los estudios de biomarcadores plasmáticos mediante inmunoensayo y de metabolómica, 

se emplearon muestras de pacientes procedentes de la cohorte ESCORIAL al inicio del estudio, 

previo al tratamiento, con sus correspondientes criterios de inclusión y exclusión propios de la 

cohorte y de los que se disponía tanto de muestras de plasma como de los datos de puntuación 

CTP. 
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Tabla 2. Descripción de los pacientes incluidos en este trabajo de tesis. 

Estudio 

Plasma IP-10 and 

IL-6 are linked to 

Child-Pugh B 

cirrhosis in 

patients with 

advanced HCV-

related cirrhosis: 

a cross-sectional 

study. [110] 

Plasma 

metabolomic 

fingerprint of 

advanced 

cirrhosis stages 

among 

HIV/HCV-

coinfected and 

HCV-

monoinfected 

patients. [111] 

PBMCs gene expression 

signature of advanced 

cirrhosis with high risk 

for clinically significant 

portal hypertension in 

HIV/HCV coinfected 

patients: A cross-control 

study. [112] 

Metodología Inmunoensayo Metabolómica Transcriptómica 

Material 

empleado 
Plasma Plasma CMSPs 

Número de 

pacientes (n) 
97 90 114 

Monoinfectados 

por el VHC (n) 
32 28 NA 

Coinfectados por 

VHC/VIH (n) 
65 62 

68 (entrenamiento) 

46 (validación) 

Cohorte de 

origen 
ESCORIAL ESCORIAL 

GeSIDA 3603b (n = 63) 

ESCORIAL (n = 51) 

 

Para el estudio de transcriptómica se emplearon muestras de pacientes coinfectados por 

VHC/VIH procedentes de las dos cohortes (ESCORIAL y GeSIDA 3603b). Los criterios de 

inclusión empleados en este estudio abarcan: la presencia de infección activa por VHC y VIH 

demostrable por reacción en cadena de la polimerasa (PCR), cART durante al menos 6 meses 
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o sin necesidad de cART de acuerdo con las guías actuales utilizadas en el período de estudio, 

células T CD4+ ≥ 200 células/µL, carga viral plasmática de ARN del VIH indetectable (< 50 

copias/mL) y disponibilidad tanto de muestras de CMSPs como de datos de LSM. Se 

excluyeron los pacientes con hepatitis C aguda, coinfección con el VHB y aquellos con 

diagnóstico previo de CHC.



Materiales y métodos 

48 

Ensayos de laboratorio 

 

Biomarcadores plasmáticos 

La preparación y análisis de las muestras se llevó a cabo en las instalaciones del Centro 

Nacional de Microbiología (CNM) en Majadahonda (Madrid). Se emplearon 1,5 mL de plasma 

por paciente para determinar biomarcadores plasmáticos mediante ELISA multiplex o, cuando 

fue necesario, ELISA simple. 

Los siguientes biomarcadores fueron evaluados mediante inmunoensayo múltiple de 

ProcartaPlex™, de acuerdo a las instrucciones del fabricante en un analizador LuminexTM 200 

(Invitrogen™, Estados Unidos): 

-Respuesta inflamatoria: IP-10, proteína quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1), IL-8, IL-

1β, IL-18, IL-6, TNF-α, antagonista del receptor de la IL-1 (IL-1 RA), ligando soluble del 

receptor asociado al factor nuclear kappa B (sRANKL) y osteoprotegerina (OPG). 

-Disfunción endotelial: molécula soluble de adhesión celular vascular 1 (sVCAM-1), molécula 

soluble de adhesión intercelular 1 (sICAM-1) y receptor 1 del TNF soluble (sTNF-R1). 

-Coagulopatía: inhibidor 1 del activador del plasminógeno (PAI-1) y dímero D. 

-Angiogénesis: VEGF-A y receptor 1 para el VEGF soluble (sVEGF-R1). 

En estos ensayos, una alta proporción de las muestras analizadas estaban por debajo del límite 

inferior de detección, por lo que se emplearon los valores de intensidad de fluorescencia 

medidos, sin restar el blanco, como una cuantificación relativa de las abundancias de analito 

[113]. Los valores obtenidos en unidades arbitrarias se normalizaron mediante la 

transformación logarítmica de base 10 (log10). 

Los biomarcadores plasmáticos que fueron medidos por ELISA simple correspondieron a los 

relativos a marcadores de translocación bacteriana como la LBP (R&D Systems®, Estados 

Unidos), el CD14 soluble (sCD14) y la proteína de unión a ácidos grasos 2 (FABP-2) 

(Raybiotech®, Estados Unidos). El LPS se cuantificó mediante un ensayo cromogénico 

de lisado de amebocitos de Limulus (Hycult Biotech®, Países Bajos). 

 



Materiales y métodos 

49 

Metabolómica 

La inactivación viral y desproteinización de las muestras se llevó a cabo en las instalaciones del 

CNM mediante el uso de solventes orgánicos. Posteriormente, las muestras fueron enviadas al 

Centro de Excelencia Metabolómica y Bioanálisis (CEMBIO) en Madrid, donde fueron 

procesadas y analizadas por cromatografía de gases - espectrometría de masas (GC-MS) y 

cromatografía líquida - espectrometría de masas (LC-MS) por el personal del CEMBIO. 

El análisis metabolómico se realizó siguiendo una metodología previamente utilizada [114]. 

Por un lado, se empleó un cromatógrafo de gases con ionización de impacto electrónico 

acoplado a un detector selectivo de masas con cuadrupolo simple (GC-EI-Q-MS). Por otro lado, 

se empleó cromatografía líquida con ionización por electrospray acoplada a espectrometría de 

masas con sistema de tiempo de vuelo con cuadrupolo (LC-ESI-QTOF-MS). Con esta última 

tecnología, las muestras se analizaron en modos de ionización positiva y negativa para capturar 

una mayor cantidad de metabolitos diferentes. Las muestras correspondientes al control de 

calidad se prepararon de forma independiente para cada plataforma analítica, agrupando y 

mezclando volúmenes iguales de cada muestra. Se usaron dichos controles para estabilizar el 

sistema y monitorizar las variaciones en la señal durante el procesado analítico.  

Los archivos de datos resultantes se limpiaron de ruido de fondo e iones no relacionados. Cada 

compuesto (características metabólicas) fue descrito por la masa, el tiempo de retención y la 

abundancia. Posteriormente, se filtraron aquellos metabolitos con una desviación estándar 

relativa para los controles de calidad < 40% y que aparecían en al menos el 60% de las muestras 

de cada grupo experimental. Para la identificación de compuestos significativos, se usaron 

bases de datos disponibles, como METLIN (https://metlin.scripps.edu/), HMDB 

(https://hmdb.ca/), KEGG (https://genome.jp/kegg/) y LIPID MAPS 

(https://www.lipidmaps.org/), o programas específicos como CEU Mass Mediator 

(http://ceumass.eps.uspceu.es/). 

 

Transcriptómica 

La preparación de las muestras y extracción del ARN de las CMSPs se llevó a cabo en las 

instalaciones del CNM. Se utilizó el kit de purificación RNeasy Micro (Qiagen®, Alemania) 

siguiendo las instrucciones del fabricante. Se evaluó, por un lado, la cantidad de ARN obtenido 

mediante su cuantificación utilizando el espectrofotómetro NanoDrop 2000 (Thermo 
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Scientific™, Estados Unidos) y, por otro lado, su calidad mediante el chip RNA Nano en el 

Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies®, Estados Unidos), con el que se obtuvo el número de 

integridad del ARN (RIN). Solo se seleccionaron muestras con RIN > 7,5 para la preparación 

de las librerías. 

La preparación de las librerías y la secuenciación se realizaron en el Centro de Regulación 

Genómica (CRG) en Barcelona. Se utilizó el kit de preparación de muestras de ARN 

monocatenario TruSeq™ v2 (Illumina®, Estados Unidos) en 500 ng de ARN total. Se 

multiplexaron y agruparon diez librerías en cada línea del secuenciador HiSeq2500 (Illumina®, 

Estados Unidos) y 50 nucleótidos (1 x 50) fueron secuenciados en modo de lectura única, para 

obtener un promedio de 25 millones de lecturas por muestra. 

La validación de las variaciones de expresión génica detectadas tras el análisis de los resultados 

de transcriptómica se realizó mediante PCR cuantitativa con transcripción inversa (RT-qPCR). 

Para ello, el ARN total extraído se retrotranscribió a ADN complementario usando el kit de 

transcripción inversa de gran capacidad (Applied Biosystems™, Estados Unidos). A 

continuación, se emplearon los ensayos de expresión génica Taqman™ (Applied Biosystems™, 

Estados Unidos) para cuantificar, por triplicado, los transcritos de midquina (MDK; 

Hs00171064_m1) y el antígeno estromal 3 similar a 2 (STAG3L2; Hs00414793_m1). Para 

normalizar los niveles de ARN entre las diferentes muestras se empleó la actina β (ACTB; 

Hs99999903_m1) como control interno. Las muestras se cuantificaron relativamente respecto 

a una mezcla aleatoria de muestras de seis pacientes infectados por el VIH como referencia.
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Análisis estadístico 

Para el análisis estadístico de los datos se empleó una combinación de programas estadísticos 

generales, como Stata (v15-17), SPSS (v22), R (v3.4.3-3.6.1) y GraphPad Prism (v7.04). 

Además, para el estudio de los datos de metabolómica se empleó MetaboAnalyst (v4.0) 

(https://www.metaboanalyst.ca/), una plataforma integral dedicada específicamente al análisis 

de este tipo de datos. 

 

Análisis descriptivo 

Para los análisis descriptivos en los diferentes estudios y con objeto de determinar si existían 

asociaciones significativas, se emplearon las siguientes pruebas no paramétricas: i) la prueba 

de Chi-cuadrado y la prueba exacta de Fisher para las variables categóricas; ii) la prueba U de 

Mann-Whitney para las variables continuas entre dos grupos; iii) la prueba de Kruskal Wallis 

para variables continuas cuando se compararon más de dos grupos. Las pruebas se realizaron 

bilaterales de dos colas y la significación estadística se estableció como p ≤ 0,05. 

 

Análisis exploratorio 

Para el análisis exploratorio de los datos se usaron métodos de análisis no supervisado, con los 

cuales se puede determinar si existe alguna agrupación intrínseca dentro de las muestras, ya sea 

deseada (por ejemplo, con relevancia biológica) o no (por ejemplo, sesgos metodológicos) y 

exponer posibles valores atípicos. Entre ellos, el más utilizado suele ser el análisis de 

componentes principales (PCA). El PCA es capaz de transformar un conjunto de variables 

originales correlacionadas en un nuevo conjunto de variables subyacentes no correlacionadas, 

conocidas como componentes principales. El PCA permite, por tanto, condensar la información 

aportada por múltiples variables en tan solo unos pocos de dichos componentes principales. 

Además, existen métodos de análisis supervisados que se aprovechan de conocer previamente 

la pertenencia de las muestras a un grupo u otro para entrenar modelos capaces de clasificar 

adecuadamente a otros pacientes desconocidos. Entre los distintos métodos, el análisis 

discriminante por mínimos cuadrados parciales (PLS-DA) se utiliza comúnmente para analizar 

datos -ómicos, con alta dimensionalidad y un número limitado de muestras, como los 

procedentes de los análisis metabolómicos y transcriptómicos. Estos conjuntos de datos se 

caracterizan por poseer un gran volumen y muchas variables, con alta colinearidad, ruido y 

datos faltantes [115]. El cálculo de la importancia de la variable en la proyección (VIP) se puede 
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usar como una medida de la contribución de cada variable en el modelo del PLS-DA. Uno de 

los problemas del uso del PLS-DA es la tendencia a ajustar demasiado los resultados de manera 

que el modelo sufre al generalizarlo a muestras diferentes de las del estudio [116]. Para 

minimizar esto y validar los resultados del PLS-DA, se puede emplear la validación cruzada 

cuando el número de muestras disponibles es limitado. Ésta consiste en realizar iteraciones 

sucesivas con distintas particiones de los datos en subconjuntos de entrenamiento y prueba. 

Existen varias estrategias de validación cruzada, como la validación cruzada dejando una fuera, 

donde el subconjunto de entrenamiento está compuesto por todas las muestras menos una, que 

se utiliza para la validación. Otra aproximación para la validación estadística del modelo es 

realizar un test de permutación, donde se produce una asignación aleatoria de las variables de 

clasificación entre las distintas muestras y se comparan los resultados obtenidos con los nuevos 

modelos. Se calculan la bondad de ajuste (R2) y la capacidad predictiva (Q2) de los modelos 

aleatorios, esperando como resultado que sus rendimientos sean significativamente peores al 

del modelo original. 

 

Modelos lineales generalizados 

La asociación de los marcadores de laboratorio con la variación de los marcadores clínicos se 

evaluó mediante la aplicación de modelos lineales generalizados (GLMs), que cubren los 

modelos estadísticos más utilizados. Entre ellos, los que fueron empleados en nuestros estudios 

incluyen: 

-Distribución gamma: se utiliza para modelar variables continuas que siempre son positivas, 

pudiendo adoptar una serie bastante amplia de formas. 

-Logística binaria: se emplea para modelar variables dependientes dicotómicas con sólo dos 

alternativas posibles. Por ejemplo: pertenecer a un grupo de estudio (grado B Child-Pugh si/no, 

coinfectado VHC/VIH si/no). 

-Logística ordinal:  Se emplea cuando la variable dependiente tiene más de dos categorías 

ordenadas jerárquicamente. Por ejemplo: puntuación CTP. 

-Binomial negativa: La distribución se emplea para modelar datos de conteo. Se ha demostrado 

que es el mejor modelo para capturar la dispersión excesiva de los datos de conteo que se 

generan en los experimentos de secuenciación del ARN [117]. 

Por otro lado, los GLMs se pueden emplear con una sola variable independiente (modelos no 

ajustados) o ajustando el efecto mediante la inclusión de otras variables independientes o 
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covariables, tales como edad, sexo u otras variables que pudieran actuar como factores de 

confusión (modelos ajustados). Para la selección de las variables más relevantes a incluir en el 

modelo se utilizó un método de selección de variables stepwise. Este método comienza sin 

predictores y va añadiendo secuencialmente los más contribuyentes y, tras agregar cada 

variable, elimina las que ya no mejoran el ajuste del modelo. 

Los GLMs proporcionan la razón de la media aritmética (AMR) o diferencia entre grupos, la 

razón de probabilidades (OR) o probabilidad de ocurrencia de un evento, y el valor de la tasa 

de cambio (FC) o una medida del cambio de una cantidad, en función del modelo utilizado. A 

su vez, nos dan el valor de p como una medida de la significación estadística. Dado que se 

realizan muchas pruebas a la vez, se deben corregir estos valores utilizando la tasa de 

descubrimiento falso (FDR), descrito por primera vez por Benjamini y Hochberg [118]. De esta 

manera obtenemos los valores q, que representan a los valores p tras ajustarlos utilizando un 

enfoque de FDR, lo que minimiza el número de falsos positivos. 

Hay varias formas de evaluar el rendimiento de los modelos predictivos [119]. Para cuantificar 

la capacidad de discriminación del modelo se suele utilizar el área bajo la curva (AUC) de la 

curva característica operativa del receptor (ROC) (o AUROC). La curva ROC proporciona una 

representación gráfica de la sensibilidad de una prueba diagnóstica en función de los falsos 

positivos (complementario de la especificidad). Para evaluar el rendimiento con una sola 

métrica se suele usar el AUC. Generalmente, a mayor AUC, mejor es el rendimiento del 

clasificador. El punto de corte de una escala continua que determina la sensibilidad y 

especificidad conjuntamente más alta es aquel que presenta el mayor índice de Youden que, 

gráficamente, corresponde al punto de la curva ROC más cercano al ángulo superior-izquierdo. 

La prueba de DeLong se utiliza para proporcionar una prueba estadística de si existe o no una 

diferencia entre dos curvas ROC [120].
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Los niveles plasmáticos de IP-10 y la IL-6 están relacionados con la clase 

B de Child-Pugh en pacientes con cirrosis avanzada relacionada con el 

VHC: un estudio transversal 

Plasma IP-10 and IL-6 are linked to Child-Pugh B cirrhosis in patients with advanced HCV-

related cirrhosis: a cross-sectional study [110] 

 

Introducción y objetivos. Nuestro objetivo fue evaluar la asociación de biomarcadores 

plasmáticos vinculados a la inflamación (translocación bacteriana, respuesta inflamatoria y 

disfunción endotelial), coagulopatía y angiogénesis, con la gravedad de la cirrosis hepática 

(evaluada por la puntuación de Child-Turcotte-Pugh, CTP) y Child-Pugh clase B (CTP 7 - 9) 

en pacientes con cirrosis avanzada relacionada con el virus de la hepatitis C (VHC).  

Métodos. Para ello, llevamos a cabo un estudio transversal en 97 pacientes con cirrosis 

avanzada relacionada con el VHC (32 monoinfectados por el VHC y 65 coinfectados por 

VHC/VIH). Los biomarcadores plasmáticos se midieron mediante inmunoensayos multiplex 

ProcartaPlexTM. La variable respuesta fue la puntuación CTP y la cirrosis Child-Pugh B (CTP 

7 - 9).  

Resultados. Los pacientes coinfectados por VHC/VIH y los monoinfectados por el VHC con 

cirrosis avanzada presentaron valores de biomarcadores plasmáticos casi equivalentes. Valores 

más altos de biomarcadores plasmáticos vinculados a una respuesta inflamatoria (IP-10, IL-8, 

IL-6 y OPG), disfunción endotelial (sVCAM-1 y sICAM-1) y coagulopatía (dímero D) se 

relacionaron con valores más altos de CTP. Los biomarcadores más significativos para detectar 

la presencia de cirrosis Child-Pugh clase B (CTP 7 - 9) fueron IP-10 (valor de p = 0,008) e IL-

6 (valor de p = 0,002). El AUROC de IP-10, IL-6 y ambos biomarcadores combinados (IP-10 

+ IL-6) fueron 0,78, 0,88 y 0,96, respectivamente.  

Conclusiones. En conclusión, la infección por el VIH no parece tener un impacto significativo 

en los biomarcadores plasmáticos analizados en pacientes con cirrosis avanzada relacionada 

con el VHC. Sin embargo, los biomarcadores plasmáticos vinculados a la inflamación 

(respuesta inflamatoria y disfunción endotelial) se relacionaron con la gravedad de la cirrosis 

hepática (puntuación CTP), principalmente IP-10 e IL-6, que discriminaron a aquellos pacientes 

con Child-Pugh clase B de aquellos con Child-Pugh clase A. 
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The hepatitis C virus (HCV) has a prevalence of active infection of around 1% worldwide (71 million peo-
ple)1. HCV-infected patients progress slowly during decades (10 to 20 years), developing liver fibrosis and 
cirrhosis, which can evolve into decompensated cirrhosis and hepatocellular carcinoma2. Chronic hepatitis C 
causes chronic liver inflammation that accelerates the development of cirrhosis and other comorbidities3,4. The 
cirrhosis-associated immune dysfunction (CAID) is a pathophysiological process that appears in cirrhosis and 
is enhanced in advanced cirrhosis. The CAID is characterized by higher levels of inflammation, immune activa-
tion, and deregulation of the immune system, which are related to the progression to hepatic decompensation5,6. 
Patients with hepatic decompensation (Child–Turcotte–Pugh, CTP class B or C) could develop complications 
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related to portal hypertension2. Additionally, chronic hepatitis C patients have an increased risk of thrombotic 
events because hepatocytes produce most blood proteins, and their concentration may be altered during cirrhosis 
progression7.

On the one hand, HCV infection is common among patients infected with human immunodeficiency virus 
(HIV) infection8. HIV/HCV coinfection influences the natural history of chronic hepatitis C, accelerating the 
progression to cirrhosis and end-stage liver disease in comparison to HCV-monoinfected patients9,10. This seems 
to be due to HIV infection that increases immune activation, HCV replication, HCV-induced hepatic inflam-
mation, hepatocyte apoptosis, and microbial translocation5,11, which, in turn, contribute to the pathogenesis of 
both acquired immunodeficiency syndrome (AIDS) and non-AIDS related diseases12,13. Moreover, while sup-
pressive antiretroviral therapy (ART) reduces the HIV impact on the body, it is unable to eradicate the virus. 
Thus, HIV-infected patients on suppressive ART still show increased bacterial translocation, immune activation, 
inflammation, and coagulopathy, which are linked to increased morbidity and mortality12.

On the other hand, HCV clearance with direct-acting antiviral agents (DAAs) promotes a decrease of liver 
disease severity and plasma biomarkers linked to bacterial translocation, immune activation, inflammation and 
coagulopathy in HIV/HCV-coinfected patients14–18 and HCV-monoinfected patients16,17,19,20. However, a per-
centage of patients maintain the risk of cirrhosis progression after HCV clearance with DAAs21,22. Besides, HIV/
HCV-coinfected patients must face drug-drug interactions and hurdles with antiviral treatments, which support 
that patients coinfected with HIV/HCV might still be regarded as a particular population23.

We aimed to evaluate the association of plasma biomarkers linked to inflammation (bacterial translocation, 
inflammatory response, and endothelial dysfunction), coagulopathy, and angiogenesis with the severity of 
liver cirrhosis (assessed by the CTP score) and Child-Pugh B cirrhosis (CTP 7–9) in patients with advanced 
HCV-related cirrhosis.

We carried out a cross-sectional study in 97 patients with advanced HCV-related cirrhosis who were 
selected from the ESCORIAL cohort (see Acknowledgements), which is a prospective cohort of patients with 
advanced HCV-related cirrhosis initiating anti-HCV therapy with all-oral DAAs at four tertiary referral hospitals 
in Madrid, Spain. All patients were enrolled between January and December 2015.

The inclusion criteria of the ESCORIAL cohort were: 1) plasma HCV RNA detectable by polymerase chain 
reaction; 2) one or more clinical criteria related to advanced cirrhosis (prior history of liver decompensation 
(ascites, bleeding esophageal varices, hepatic encephalopathy), or liver stiffness measurement (LSM) ≥25 kilopas-
cals (kPa), or hepatic venous pressure gradient (HVPG) ≥10 mmHg, or CTP ≥7); 3) Initiation of all-oral DAA 
therapy; 4) a biological sample to carry out immunological assays. The exclusion criteria were: i) the previous 
diagnosis of hepatocellular carcinoma, ii) hepatitis B virus coinfection. The presence of HIV infection was not an 
exclusion criterion for the study.

In the present study, we only included patients with advanced HCV-related cirrhosis at baseline, when they 
had not yet started the HCV treatment. The ESCORIAL study included 112 patients, but 15 of them did not have 
a plasma sample at baseline, leaving only 97 patients available for the study (32 HCV-monoinfected patients and 
65 HIV/HCV-coinfected patients.

The ESCORIAL study was conducted according to the Declaration of Helsinki, and the Research Ethics 
Committee of the Instituto de Salud Carlos III (CEI PI 41_2014) approved this study. Written informed consent 
was obtained by all the participants in the study.

Clinical and laboratory data were recorded using a standard database via an online form within 
each center, which satisfied local requirements of data confidentiality. This process was monitored to verify that 
all the information in the database was consistent with the patient’s records.

LSM was evaluated by trained operators by transient elastography (FibroScan, Echosens, Paris, France), as we 
previously described24, and results were reported in kPa, with a range of 2.5 to 75 kPa. The CTP score was calcu-
lated from five factors (total bilirubin, albumin, international normalized ratio, ascites, and encephalopathy) and 
range between 5 and 15 points25. CTP values serve to classify the patient into one of three severity classes of liver 
cirrhosis: A – Least severe liver disease (5–6 points), B – Moderately severe liver disease (7–9 points), and C – 
Most severe derangement (10–15 points). All HIV/HCV-coinfected patients were on ART and had undetectable 
plasma HIV viral load (<50 copies/mL) at least one year before the study.

The Spanish HIV HGM BioBank collected plasma samples, 
which were stored until use at –80 °C. We evaluated plasma biomarkers by ProcartaPlex multiplex immuno-
assay (Bender MedSystems GmbH, Vienna, Austria) according to the manufacturer’s specifications using a 
Luminex 200 analyzer (Luminex Corporation, Austin, TX, United States). The plasma biomarkers measured 
by multiplex ELISA were: i) inflammatory response: IFN-γ-inducible protein 10 (IP-10), monocyte chemoat-
tractant protein-1 (MCP1), IL-8, IL-1β, IL-18, IL-6, tumor necrosis factor-alpha (TNF-α), interleukin-1 receptor 
antagonist (IL-1RA), soluble receptor activator of nuclear factor- kappaB ligand (sRANKL) and osteoprotegerin 
(OPG); ii) endothelial dysfunction: soluble vascular cell adhesion molecule 1 (sVCAM-1), soluble intercellular 
cell adhesion molecule 1 (sICAM-1); and soluble tumor necrosis factor receptor 1 (sTNF-R1); iii) coagulopathy: 
plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1) and d-dimer; iv) angiogenesis/fibrosis: vascular endothelial growth 
factor A (VEGF-A) and soluble receptors for vascular endothelial growth factor (sVEGF-R1). In these assays, a 
high proportion of the analyzed samples were below the lower limit of detection (LOD), and the analysis soft-
ware censored calculated biomarker levels. The measured fluorescence intensity (FI) values are an alternative 
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to alleviate the concern of determining levels of LOD. Because of this, we did the data analysis using the raw FI 
values, without subtracting blank, as a relative quantification of the analyte abundances26. With this approach, 
there were no missing values, it was not necessary to specify a LOD, and we can analyze the low FI signals, which 
added more statistical power to the data analysis26,27. All measured FI (arbitrary units, a.u.) values were normal-
ized using log10 transformation (log10 transformed).

The plasma biomarkers measured by simple ELISA were lipopolysaccharide-binding protein (LBP; (R&D 
Systems, Minneapolis, USA), sCD14, and fatty acid-binding protein 2 (FABP-2) (Raybiotech, Georgia, USA)). 
The lipopolysaccharide was evaluated by a Limulus amebocyte lysate chromogenic endpoint ELISA (LPS; Hycult 
Biotech, Uden, The Netherlands).

The statistical analysis was performed with Stata 15.0 (StataCorp, Texas, USA) and 
Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) 22.0 (SPSS INC, Chicago, IL, USA). All p-values were two-tailed, 
and statistical significance was defined as p < 0.05.

For the descriptive analysis, categorical variables were analyzed by the chi-squared test or Fisher’s exact test, as 
required, and the Mann-Whitney test was used to analyze continuous data.

In this study, the outcome variables were the severity of liver cirrhosis, evaluated with the CTP score, and the pres-
ence of severe cirrhosis with Child-Pugh B (CTP 7–9). For the statistical association analysis, Generalized Linear 
Models (GLM) with a gamma distribution (log-link) were used to analyze the relationship among plasma biomarkers 
and the CTP score. Besides, GLM with binomial distribution was used to analyze the differences in plasma biomarkers 
between study groups. These tests give us: i) the arithmetic mean ratio (AMR) and the odds ratio (OR), and ii) signifi-
cance levels (p-values), which were corrected for multiple testing using the false discovery rate (FDR) with Benjamini 
and Hochberg (q-values) procedure to reduce the risk of spurious results. GLM models were also adjusted by clinical 
and epidemiological co-variables: age, gender, smoker, alcohol intake, intravenous drug user (IVDU), previous IFNα 
therapy, statins treatment, HCV genotype, and log10 HCV RNA. Each plasma biomarker was included by forced entry 
(Enter algorithm), and the most significant co-variables were selected by a stepwise algorithm (at each step, co-variables 
are considered for entry with a p-value <0.20), allowing to avoid the over-fitting of the regression.

The accuracy of the biomarkers to separate the study groups was evaluated by the area under the ROC curve 
(AUC-ROC). Youden’s index was used to select the best cut-off.

The study was conducted in accordance with the 
Declaration of Helsinki and patients gave their written consent. The Institutional Review Board and the Research 
Ethic Committee of the Instituto de Salud Carlos III (ISCIII) approved the study.

The characteristics of the 97 patients with advanced HCV-related cirrhosis (32 HCV-monoinfected 
patients and 65 HIV/HCV-coinfected patients) are shown in Table 1. HIV/HCV-coinfected patients had the 
lowest values of age (p-value <0.001) and CTP score (p-value= 0.012), lower percentages of previously treated 
with IFNα therapy (p-value= 0.037), and Child-Pugh B cirrhosis (CTP 7–9) (p-value= 0.009); while they had 
the highest percentages of males (p-value= 0.037) and IVDUs (p-value ≤0.001). The percentage of prior history 
of liver decompensation was similar in both groups (p = 0.375). Among patients with Child-Pugh A cirrhosis 
(CTP < 7), 11 had LSM < 25 kPa, and five had HVPG < 10 mmHg. All patients with Child-Pugh B cirrhosis (CTP 
7–9) had LSM ≥25 kPa and HVPG ≥10 mmHg. No patients were in Child-Pugh C cirrhosis.

HIV/HCV-coinfected patients 
had lower values of sCD14 (p-value= 0.046), IL-1RA (p-value= 0.049) and sRANKL (p-value= 0.019) than 
HCV-monoinfected patients in adjusted regression analyses. However, all these significant differences disap-
peared after adjusting by multiple comparisons (see Supplementary Table 1). Therefore, HIV/HCV-coinfected 
patients on suppressive ART had quite similar values of plasma biomarkers than HCV-monoinfected patients.

Figure 1 shows the adjusted association 
values between plasma biomarkers and CTP score (full description in Supplementary Table 2). For all patients, 
higher values of plasma biomarkers linked to inflammatory response [IP-10 (q-value= 0.044), IL-8 (q-value= 
0.005), IL-6 (q-value <0.001), and OPG (q-value= 0.003)],endothelial dysfunction [sVCAM-1 (q-value= 0.006), 
sICAM-1 (q-value <0.001), and sTNF-R1 (q-value= 0.006)] were related to higher CTP values. When patients 
were stratified by HIV infection, HCV-monoinfected patients had association with CTP score for IL-8 (q-value= 
0.001), IL-6 (q-value= 0.002), OPG (q-value= 0.001), sVCAM-1 (q-value <0.001), sICAM-1 (q-value <0.001), 
and sTNF-R1 (q-value= 0.002); while HIV/HCV-coinfected patients only showed significant association with 
CTP score for IL-6 (q-value= 0.007) and sICAM-1 (q-value= 0.007).

Patients with Child-Pugh B cirrhosis (CTP 7–9) had higher plasma values of IP-10, IL-6, OPG, sVCAM-1, 
sICAM-1, and D-dimer (p-value <0.05 and q-value <0.1) than patients with Child-Pugh A cirrhosis (CTP < 7) 
(Table 2). The AUC-ROC values of these biomarkers to separate the study groups (CTP < 7 vs CTP 7–9) were 
higher than 0.70 and significant for IP-10 (q-value= 0.012), IL-6 (q-value <0.001), OPG (q-value= 0.012), 
sVCAM-1 (q-value= 0.036), sICAM-1 (q-value= 0.023), and D-dimer (q-value= 0.036) (Table 2). We also 
selected, by a multivariate logistic regression with stepwise algorithm, IP-10 (p-value= 0.008) and IL-6 (p-value= 
0.002) as the most significant biomarkers. The AUC-ROC of IP-10, IL-6, and both biomarkers combined 
(IP-10+IL-6) were 0.78, 0.88, and 0.96; respectively (Fig. 2). The value of 0.15 of IP-10 and IL-6 combined in a 
logistic regression model was the best cut-off (Youden’s index = 0.846), which showed a sensitivity and specificity 
of 92.3%, positive predictive value of 98.6% and negative predictive value of 66.7%.
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All HCV HIV/HCV p-values
No. 97 32 65
Gender (male) (n = 97) 68 (70.1%) 18 (56.3%) 50 (76.9%) 0.037
Age (years) (n = 97) 53 (48.8; 56.5) 59.5 (52.6; 70) 51.8 (48.7; 53.8) <0.001
Smoker (n = 96)
Never 19 (19.8%) 11 (34.4%) 8 (12.5%) 0.589
Previously (≥ 6 months) 25 (26%) 10 (31.3%) 15 (23.4%) 0.988
Nowadays 52 (54.2%) 11 (34.4%) 41 (64.1%) 0.153
Alcohol intake (n = 97)
Never 49 (50.5%) 22 (68.8%) 27 (41.5%) 0.105
Previously (≥ 6 months) 40 (41.2%) 9 (28.1%) 31 (47.7%) 0.507
Nowadays 8 (8.2%) 1 (3.1%) 7 (10.8%) 0.120
IVDU (n = 97)
Never 40 (41.2%) 27 (84.4%) 13 (20%) <0.001
Previously (≥ 6 months) 57 (58.8%) 5 (15.6%) 52 (80%) 0.009
Current 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) —
Treatments
Previous IFNα therapy (n = 97) 49 (50.5%) 21 (65.6%) 28 (43.1%) 0.037
Statins (n = 97) 11 (11.3%) 1 (3.1%) 10 (15.4%) 0.073
Antiretroviral therapy (n = 65)
NRTI + NNRTI-based — — 7 (10.8%)
NRTI + II-based — — 34 (52.3%)
NRTI + PI-based — — 9 (13.8%)
PI + II + others-based — — 4 (6.2%)
Others — — 11 (16.9%)
HIV markers
Prior AIDS (n = 65) — — 23 (35.4%)
Nadir CD4 + T-cells (cells/mm3) (n = 60) — — 129 (70; 243.5)
Nadir CD4 + < 200 cells/mm3 (n = 60) — — 40 (66.7%)
CD4 + T-cells (cells/mm3) (n = 65) — — 444 (234; 719)
CD4 + < 500 cells/mm3 (n = 65) — — 38 (58.5%)
Undetectable HIV-RNA (n = 65) — — 65 (100%)
HCV markers
HCV genotype (n = 95)
    1 65 (68.4%) 25 (78.1%) 40 (63.5%) 0.335
    3 14 (14.7%) 4 (12.5%) 10 (15.9%) 0.503
    4 16 (16.8%) 3 (9.4%) 13 (20.6%) 0.708
Log10 HCV-RNA (IU/mL) (n = 96) 6.1 (5.5; 6.5) 6.1 (5.4; 6.4) 6.2 (5.6; 6.6) 0.287
HCV-RNA ≥ 850.000 IU/mL 60 (62.5%) 19 (59.4%) 41 (64.1%) 0.655
Liver disease (n = 94)
    LSM (kPa) 30.6 (24.5; 41.6) 29.9 (26.3; 48) 31 (22.3; 39.3) 0.208
    <25 kPa 24 (25.5%) 6 (19.4%) 18 (28.6%) 0.926
    25–40 kPa 45 (47.9%) 14 (45.2%) 31 (49.2%) 0.941
    ≥40 kPa 25 (26.6%) 11 (35.5%) 14 (22.2%) 0.774
Child-Pugh Score (n = 91) 5 (5; 6) 5 (5; 7) 5 (5; 5) 0.012
Child-Pugh B (7–9) 13 (14.3%) 8 (28.6%) 5 (7.9%) 0.009
Prior history of liver decompensation 30 (31%) 8 (22.8%) 22 (33.8%) 0.375

Table 1. Summary of epidemiological and clinical characteristics in HCV-monoinfected patients and HIV/
HCV-coinfected patients who had advanced HCV-related cirrhosis. Statistics: Values expressed as absolute 
number (percentage) and median (interquartile range). P-values were calculated by Chi-square, Fisher’s 
exact test, and Mann-Whitney tests, as required. The statistically significant differences are shown in bold. 
Abbreviations: HCV, hepatitis C virus; HIV, human immunodeficiency virus; IVDU, intravenous drug user; 
IFNα, interferon-alpha; NRTI, nucleoside analogue HIV reverse; NNRTI, non-nucleoside analogue HIV 
reverse transcriptase inhibitor; PI, protease inhibitor; II, integrase inhibitor; AIDS, acquired immune deficiency 
syndrome; HIV-RNA, HIV plasma viral load; HCV-RNA, HCV plasma viral load; LSM, liver stiffness measure; 
kPa, kilopascal.
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In this study, we have evaluated the profile of plasma biomarkers (inflammation, endothelial dysfunction, coagu-
lopathy, and angiogenesis) in patients with advanced HCV-related cirrhosis. We found that HIV/HCV-coinfected 
patients on suppressive ART and HCV-monoinfected patients had near-equivalent values of plasma biomark-
ers. We also found that higher values of plasma biomarkers (IP-10, IL-8, IL-6, OPG, sVCAM-1, sICAM-1, and 
D-dimer) were related to higher values of liver disease severity (CTP), but only IP-10 and IL-6 had high accuracy 
in separating patients with Child-Pugh B cirrhosis (CTP 7–9).

Figure 1. Association between values of plasma biomarkers (fluorescence intensity, arbitrary units) and Child-
Pugh-Turcotte (CTP) score in patients with advanced HCV-related cirrhosis. Statistics: Values were expressed 
as arithmetic mean ratio (aAMR) and 95% confidence interval (95%CI). P-values were calculated by GLM 
models unadjusted and adjusted by the main clinical and epidemiological characteristics (see statistical analysis 
section). P-values, raw p-values; q-values, p-values corrected for multiple testing using the false discovery 
rate (FDR) with Benjamini and Hochberg procedure. The statistically significant differences are shown in 
bold. Abbreviations: HCV, hepatitis C virus; -1, human immunodeficiency virus type 1; a.u., arbitrary units 
of fluorescence; sCD14, soluble CD14; LPS, lipopolysaccharide; FABP2, fatty acid-binding protein 2; LBP, 
lipopolysaccharide binding protein; IL, interleukin; IL-1RA, interleukin-1 receptor antagonist; TNF-α, tumor 
necrosis factor alpha; IP-10, IFN-γ-inducible protein 10; MCP1, monocyte chemoattractant protein-1; OPG, 
osteoprotegerin; sRANKL, soluble receptor activator of nuclear factor- kappaB ligand; sVCAM-1, soluble 
vascular cell adhesion molecule 1; sICAM-1, soluble intercellular cell adhesion molecule 1; sTNF-R1, soluble 
tumor necrosis factor receptor 1; PAI-1, plasminogen activator inhibitor-1; VEGF-A; vascular endothelial 
growth factor A; sVEGF-R1, soluble receptors for vascular endothelial growth factor.
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All patients GLM (binomial) ROC curve

q-valueCTP < 7 CTP ≥ 7 p-value q-value
AUC-ROC 
(95%CI) p-value

Bacterial translocation

LPS (EU/ml) 1.04 (0.81; 
1.51)

0.92 (0.68; 
1.23) 0.124 0.258 0.39 (0.23; 

0.56) 0.214 0.281

LBP (μg/ml) 0.97 (0.67; 
1.28)

0.83 (0.69; 
1.34) 0.667 0.778 0.5 (0.32; 

0.68) 0.991 0.991

sCD14 (μg/ml) 2.23 (1.72; 
3.08)

3.26 (2.19; 
3.8) 0.135 0.258 0.65 (0.49; 

0.82) 0.075 0.169

FABP-2 (ng/ml) 0.47 (0.23; 
0.91)

0.65 (0.32; 
1.25) 0.787 0.870 0.56 (0.39; 

0.74) 0.478 0.558

Inflammatory response

IP-10 (a.u.) 1077.7 
(724; 1573)

2218.5 
(1340; 
2551.5)

0.005 0.035 0.78 (0.63; 
0.93) 0.001 0.012

MCP-1 (a.u.) 427 (205.5; 
651.5)

553.5 (294; 
714.5) 0.316 0.474 0.58 (0.41; 

0.74) 0.373 0.461

IL-8 (a.u.) 100 (64; 
147.5)

154 (81; 
220) 0.054 0.142 0.65 (0.49; 

0.82) 0.081 0.169

IL-1β (a.u.) 15 (14; 22) 17.5 (15; 
28) 0.277 0.447 0.66 (0.5; 

0.81) 0.067 0.169

IL-18 (a.u.) 857.5 (496; 
1536)

1024 (541; 
1216) 0.973 0.973 0.48 (0.34; 

0.62) 0.829 0.871

IL-6 (a.u.) 68.25 (36; 
129)

265 (167.5; 
360) <0.001 0.006 0.88 (0.78; 

0.98) <0.001 <0.001

TNF-α (a.u.) 10 (7.5; 12) 11 (9; 14) 0.493 0.610 0.63 (0.48; 
0.78) 0.140 0.227

IL-1RA (a.u.) 37.5 (31; 
51) 62 (42; 77) 0.437 0.574 0.67 (0.53; 

0.82) 0.049 0.147

sRANKL (a.u.) 25 (20; 35) 36 (24.5; 
58) 0.048 0.142 0.64 (0.44; 

0.84) 0.102 0.179

OPG (a.u.) 188 (135.5; 
277)

347.5 (288; 
486) 0.016 0.066 0.76 (0.63; 

0.9) 0.002 0.012

Endothelial dysfunction

sVCAM-1 (a.u.)
10482 
(8946; 
11558.5)

11956.5 
(10603; 
12554.5)

0.019 0.066 0.72 (0.59; 
0.86) 0.010 0.036

sICAM-1 (a.u.) 87.75 (59; 
130)

198 (108.5; 
288.5) 0.002 0.023 0.77 (0.63; 

0.91) 0.002 0.012

TNF-R1 (a.u.) 28.75 (19; 
41)

38 (31; 
57.5) 0.186 0.326 0.62 (0.47; 

0.78) 0.156 0.234

Coagulopathy

PAI-1 (a.u.) 1026 (812; 
1287)

955 (815; 
1187) 0.883 0.927 0.48 (0.3; 

0.65) 0.794 0.871

D-dimer (a.u.)
1632.7 
(602; 
3825.5)

5443 
(4542.5; 
7582)

0.017 0.066 0.73 (0.58; 
0.87) 0.009 0.036

Angiogenesis/Fibrosis

VEGF-A (a.u.) 75.5 (55.5; 
106) 88 (72; 95) 0.437 0.574 0.61 (0.47; 

0.76) 0.192 0.269

VEGF-R1 (a.u.) 44 (35; 68) 52 (44.5; 
129) 0.104 0.243 0.65 (0.47; 

0.82) 0.093 0.178

Table 2. Summary of plasma biomarkers (fluorescence intensity, arbitrary units) in patients with advanced 
HCV-related cirrhosis according to CTP score. Statistics: Values expressed as median (P25th; P75th), area 
under the ROC curve (AUC-ROC), and 95% of confidence interval (95%CI). P-values were calculated by GLMs 
adjusted by the main clinical and epidemiological characteristics (see statistical analysis section). P-values, raw 
p-values; q-values, p-values corrected for multiple testing using the false discovery rate (FDR) with Benjamini 
and Hochberg procedure. The statistically significant differences are shown in bold. Abbreviations: HCV, 
hepatitis C virus; HIV, human immunodeficiency virus; a.u., arbitrary units of fluorescence; sCD14, soluble 
CD14; LPS, lipopolysaccharide; FABP2, fatty acid-binding protein 2; LBP, lipopolysaccharide binding protein; 
IL, interleukin; IL-1RA, interleukin-1 receptor antagonist; TNF-α, tumor necrosis factor alpha; IP-10, IFN-
γ-inducible protein 10; MCP1, monocyte chemoattractant protein-1; OPG, osteoprotegerin; sRANKL, soluble 
receptor activator of nuclear factor- kappaB ligand; sVCAM-1, soluble vascular cell adhesion molecule 1; 
sICAM-1, soluble intercellular cell adhesion molecule 1; sTNF-R1, soluble tumor necrosis factor receptor 1; 
PAI-1, plasminogen activator inhibitor-1; VEGF-A; vascular endothelial growth factor A; sVEGF-R1, soluble 
receptors for vascular endothelial growth factor.
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HIV/HCV-coinfected patients usually have a faster progression of chronic hepatitis C28 and higher levels 
of plasma biomarkers of bacterial translocation, immune activation, inflammation, and coagulation, despite 
suppressive ART29. In our study, plasma values of biomarkers were very similar in HIV/HCV-coinfected and 
HCV-monoinfected patients with advanced HCV-related cirrhosis. This may be because our patients had 
advanced cirrhosis, where elevated immune activation, inflammation, and dysregulation of the innate immune 
system is usually present5,6. Thus, we could suggest that the weight of cirrhosis was so important that the impact 
of HIV infection, if any, was eclipsed. Another argument could be that HIV/HCV-coinfected patients were on 
suppressive ART, with long-term optimal control of HIV replication and significant immune recovery, as shown 
by the difference between the values of CD4+ T-cells nadir and current count.

Both HIV and HCV infections are characterized by an increased inflammatory response, which raises as 
the severity of the liver disease progresses4,24,30. Inflammation is also linked to endothelial dysfunction, which is 
related to the higher severity of liver disease31. Besides, inflammation (inflammatory response and endothelial 
dysfunction) is associated with increased risk of AIDS progression in HIV-infected patients, the development of 
comorbidities, chronic hepatitis C progression, and death30,32–34. In our study, we found a significant association 
between plasma biomarkers linked to inflammation [inflammatory response (IP-10, IL-8, IL-6, and OPG) and 
endothelial dysfunction (sVCAM-1 and sICAM-1)] and CTP score in all patients with advanced HCV-related 
cirrhosis so that the highest levels of these biomarkers were found in patients with greater severity of cirrhosis, 
suggesting a more pronounced inflammatory CAID phenotype, which is in line with previously published data in 
patients with severe cirrhosis5,6. Moreover, a large number of blood proteins are produced in the liver, and their 
blood levels may be altered in advanced stages of cirrhosis, leading to increased thrombotic risk7. Coagulopathy is 
related to increased risk of disease progression and death in people infected with HIV35 and HCV36. In this study, 
we found a significant association between D-dimer and the CTP score in all patients, but this disappeared when 
the population was stratified by HIV-infection, possibly because the association was affected by the decreased 
sample size when the sample was stratified by HIV infection. In any case, there are indications that higher levels 
of D-dimer are found in patients with a greater stage of cirrhosis. Besides systemic inflammation, the main reason 
for elevated D-dimer levels in decompensated cirrhosis (more precisely, patients with ascites) is systemic hyper-
fibrinolysis due to the intraperitoneal activation of the coagulation cascade by tissue factor-bearing extracellular 
vesicles37.

In our study, HIV infection seems to have had a significant impact on the association between plasma bio-
markers and the CTP score. However, the associations had the same sense in the two study groups, although 
they were weaker in HIV/HCV-coinfected patients, possibly because CTP values had a narrower range in HIV/
HCV-coinfected patients than in HCV-monoinfected patients. Thereby, HCV-monoinfected patients showed a 
significant association of plasma biomarkers of the inflammatory response (IL-8, IL-6, and OPG) and endothelial 
dysfunction (sVCAM-1, sICAM-1, and sTNF-R1) with CTP score; while HIV/HCV-coinfected patients showed 
only a significant association of IL-6 and sICAM-1 with CTP score. It is therefore complicated to state that, in our 
study, HIV infection had a relevant impact on the relationship between biomarkers and the CTP score; never-
theless, it seems clear that the association between inflammation and CTP score remains, independently of HIV 
infection.

Figure 2. Receiver operating characteristic (ROC) curves of plasma biomarkers for predicting Child-Pugh B 
cirrhosis (CTP 7–9) in patients with advanced HCV-related cirrhosis. Statistics: Values were expressed as area 
under the receiver operating characteristic (AUC-ROCs) and 95% confidence interval (95%CI). Abbreviations: 
IP-10, IFN-γ-inducible protein 10; IL-6, interleukin 6.
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High levels of inflammation is a feature of patients with advanced CAID, particularly in patients with hepatic 
decompensation5,6. In our study, we found patients who had Child-Pugh B cirrhosis (CTP 7–9) showed higher 
plasma values of biomarkers linked to the inflammatory response (IP-10, IL-6, and OPG) endothelial dysfunction 
(sVCAM-1 and sICAM-1) and coagulopathy (D-dimer). These biomarkers were practically the same as those dis-
cussed in the previous paragraphs. However, only IP-10 and IL-6 were independently associated with Child-Pugh 
B cirrhosis (CTP 7–9) with high accuracy. Increased plasma IL-6 and IP-10 levels are related to liver disease 
severity in HCV-infected patients11,38 and HIV/HCV-coinfected patients24, but in the current study, we found 
plasma IL-6 and IP-10 levels discriminated with great accuracy the presence of severe cirrhosis with Child-Pugh 
B (CTP 7–9). The severe cirrhosis seems to be the result of an inflammatory syndrome, which increases the risk 
of acute-on-chronic liver failure (ACLF)39. Besides, systemic inflammation could also be implicated in the patho-
genesis of extrahepatic organ dysfunctions39. However, severe cirrhosis is easy to detect in the clinical setting by 
physical examination and abdominal ultrasound. This means the use of inflammatory serological markers to 
identify patients with Child-Pugh B (CTP 7–9) may be of little use in the clinic. Despite this, the AUROC analysis 
provides helpful information for these two significant inflammatory biomarkers (IL-6 and IP-10), because these 
two biomarkers also show distinctive elevated levels in Child-Pugh B (CTP 7–9) compared to Child-Pugh A 
(CTP 5–6), which can aid proper classification.

Firstly, this is a cross-sectional study with a low sample size, which may entail a lack of uniformity and could 
limit the possibility of finding statistical significance in some subgroups. However, despite this, we systemati-
cally find inflammation biomarkers associated with the CTP score values, which gives consistency to our results. 
Furthermore, the potential clinical translation may be limited by the cross-sectional design of our study. A differ-
ent research design would be necessary to determine if the possible pathogenic factors evaluated in our study are 
involved in the progression of the liver disease since it cannot be revealed by a cross-sectional approach that does 
not describe the course of the disease over time. Secondly, all selected patients met a set of criteria for our study, 
and this may have introduced a selection bias. Longitudinal studies with a higher number of subjects, and with 
less restrictive criteria, would be necessary to generalize our conclusions to patients with advanced HCV-related 
cirrhosis and whether the IP-10 and/or IL-6 could predict the patients progressing from CTP A to CTP B.

Plasma biomarker values were quite similar in HIV/HCV-coinfected patients on suppressive ART and 
HCV-monoinfected patients. Besides, values of plasma biomarkers linked to inflammation (inflammatory 
response and endothelial dysfunction) were related to the severity of liver cirrhosis (CTP score), mainly IP-10 
and IL-6, which discriminated patients with Child-Pugh B concerning Child-Pugh A.

The datasets used and/or analyzed during the current study may be available from the corresponding author upon 
reasonable request.
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Resultados 

67 

Huella metabolómica plasmática de estadios avanzados de cirrosis en 

pacientes coinfectados por VHC/VIH y monoinfectados por VHC 

Plasma metabolomic fingerprint of advanced cirrhosis stages among HIV/HCV-coinfected and 

HCV-monoinfected patients [111] 

 

Introducción y objetivos. El virus de la hepatitis C (VHC), el virus de la inmunodeficiencia 

humana (VIH) y la cirrosis inducen trastornos metabólicos. Nuestro objetivo fue evaluar la 

asociación de metabolitos plasmáticos con la puntuación de Child-Turcotte-Pugh (CTP) y la 

descompensación hepática en pacientes con cirrosis avanzada coinfectados por VHC/VIH y 

monoinfectados por el VHC.  

Métodos. Se realizó un estudio transversal en 62 pacientes coinfectados por VHC/VIH y 28 

pacientes monoinfectados por el VHC. El análisis metabolómico se realizó por cromatografía 

de gases y cromatografía líquida, acopladas a espectrometría de masas. El análisis de asociación 

estadística se ejecutó mediante el análisis discriminante de mínimos cuadrados parciales (PLS-

DA) y aplicando un modelo lineal generalizado (GLM) con distribución binomial (para analizar 

coinfección por el VIH, consumo elevado de alcohol, tratamiento con estatinas, fracaso previo 

del tratamiento contra el VHC y descompensación hepática); y mediante modelos de regresión 

logística ordinal (OLR) para analizar diferentes etapas de la cirrosis (puntuación CTP).  

Resultados. El análisis estadístico identificó metabolitos plasmáticos asociados a la 

coinfección con el VIH, ingesta elevada de alcohol, puntuación CTP y descompensación 

hepática.  En conjunto, los ácidos grasos, ácidos biliares, aminoácidos aromáticos y azufrados, 

derivados del butirato, fosfolípidos oxidados, metabolitos relacionados con la energía y con la 

fermentación bacteriana aumentaron en estadios de cirrosis más avanzados; mientras que las 

lisofosfatidilcolinas (LPC) y lisofosfatidiletanolaminas, los aminoácidos de cadena ramificada 

y metabolitos del ciclo del ácido tricarboxílico, entre otros, se redujeron. La mayoría de los 

metabolitos significativos mostraron una tendencia similar después de estratificar en pacientes 

coinfectados por VHC/VIH y monoinfectados por el VHC.  El ácido glicólico, la LPC (16:0) y 

el ácido taurocólico tuvieron una alta precisión para discriminar pacientes con cirrosis 

descompensada (CTP ≥ 7).  

Conclusiones. La alteración del perfil metabolómico plasmático se asoció con estadios 

avanzados de cirrosis en pacientes coinfectados por VHC/VIH y monoinfectados por VHC. 
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Firma de expresión génica de la cirrosis avanzada con alto riesgo de 

hipertensión portal clínicamente significativa en CMSPs de pacientes 

coinfectados por VHC/VIH: un estudio transversal 

PBMCs gene expression signature of advanced cirrhosis with high risk for clinically significant 

portal hypertension in HIV/HCV coinfected patients: A cross-control study [112] 

 

Introducción y objetivos. Los pacientes con cirrosis avanzada tienen un alto riesgo de 

desarrollar hipertensión portal clínicamente significativa (HPCS). En este trabajo, analizamos 

el perfil de expresión génica de las células mononucleares de sangre periférica (CMSPs) de 

pacientes coinfectados con VHC/VIH para identificar una firma de expresión génica de cirrosis 

avanzada con alto riesgo de HPCS. 

Métodos. Realizamos un estudio transversal en 68 pacientes. Se utilizó la medición de la rigidez 

hepática (LSM) para estratificar a los pacientes en < 12,5 kPa (sin cirrosis, n = 19), 12,5 – 24,9 

kPa (cirrosis, n = 20) y ≥ 25 kPa (cirrosis avanzada con alto riesgo de HPCS, n = 29). También 

evaluamos la distinción de LSM < 25 kPa (n = 39) frente a ≥ 25 kPa (n = 29). Se extrajo el 

ARN total de las CMSPs y se realizó la secuenciación del ARN poli(A). Se validaron mediante 

PCR cuantitativa dos de los transcritos expresados diferencialmente (SDE) en una cohorte 

independiente (n = 46). 

Resultados. Encontramos 60 transcritos SDE entre pacientes con LSM < 12,5 kPa y ≥ 25 kPa. 

El análisis discriminante de mínimos cuadrados parciales mostró que esos 60 transcritos SDE 

discriminaron colectivamente los pacientes con LSM ≥ 25 kPa, con un área bajo la curva ROC 

(AUROC) de 0,84. Ocho genes tenían una AUROC ≥ 0,75 para LSM ≥ 25 kPa: cinco se 

asociaron positivamente con los valores de LSM (SCAMP1, ABHD17B, GPR146, GTF2A1 y 

TMEM64), mientras que tres se asociaron inversamente (ZFHX2-AS1, MDK y STAG3L2). 

Validamos los dos transcritos SDE con mayor capacidad de discriminación en una cohorte 

diferente, encontrando diferencias significativas entre < 25 kPa y ≥ 25 kPa (MDK (p = 0,006) 

y STAG3L2 (p = 0,021)). 

Conclusiones. Una firma de expresión génica diferencial de 60 transcritos se asoció con cirrosis 

avanzada con alto riesgo de HPCS en pacientes coinfectados por VHC/VIH. 
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La lucha contra la cirrosis por el VHC se enfrenta a varios obstáculos. Por un lado, la existencia 

de un conocimiento incompleto sobre los mecanismos fisiopatológicos subyacentes dificulta el 

desarrollo de marcadores y terapias efectivos. A este respecto, la identificación de las vías 

celulares implicadas puede ayudar al desarrollo de fármacos antifibróticos que ayuden a paliar 

esta situación [121]. Por otro lado, dada la importancia del hígado en la homeostasis del 

organismo, las alteraciones que sufren estos pacientes son complejas y afectan a diversos 

sistemas. Las alteraciones a nivel transcriptómico, metabolómico y de respuesta inmunitaria, 

entre otros, contribuyen en diferente medida al efecto observado en estos pacientes. El estudio 

de las mismas en los pacientes con enfermedad hepática avanzada y, particularmente, en 

aquellos coinfectados por VHC/VIH, puede contribuir a la identificación de marcadores 

pronósticos objetivos que permitan identificar aquellos pacientes que presentan mayor riesgo 

de desarrollar complicaciones potencialmente mortales, lo cual es una necesidad clínica no 

cubierta. El material empleado en los distintos trabajos comprende tanto muestras de plasma 

como CMSPs, ambos fácilmente accesibles. 

 

Biomarcadores plasmáticos vinculados a la inflamación se relacionan con la 

gravedad de la cirrosis hepática 

En el primer trabajo se evaluaron los biomarcadores plasmáticos relacionados con la 

inflamación, la disfunción endotelial, coagulopatía, angiogénesis y translocación bacteriana 

(Figura 7).  

Los pacientes coinfectados por VHC/VIH tuvieron valores más bajos de sCD14, IL-1RA y 

sRANKL que los pacientes monoinfectados con el VHC en los análisis ajustados de regresión. 

Sin embargo, estas diferencias significativas desaparecieron después de ajustar por 

comparaciones múltiples. Por lo tanto, las personas coinfectadas por VHC/VIH con tratamiento 

antirretroviral presentaron valores de biomarcadores plasmáticos muy similares a los de los 

pacientes monoinfectados con el VHC. 

Los marcadores relacionados con la respuesta inflamatoria IP-10, IL-8, IL-6, IL-1RA y OPG, 

y de disfunción endotelial sVCAM-1, sICAM-1 y sTNFR-I, se asociaron de forma positiva con 

cirrosis de mayor gravedad, en base al valor de CTP. Al estratificar a los pacientes por la 

coinfección con el VIH, el valor de CTP se asoció significativamente, en los pacientes 

monoinfectados con el VHC, con los niveles de IL-8, IL-6, OPG, sVCAM-1, sICAM-1 y 

sTNFR-I; mientras que en los coinfectados por VHC/VIH solo con los niveles de IL-6 y 
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sICAM-1. Además, los pacientes con CTP grado B (CTP 7 - 9) presentaron mayores niveles de 

IP-10, IL-6, OPG, sVCAM-1, sICAM-1, y dímero D, que los pacientes con CTP grado A (CTP 

<7). 

 

Figura 7. Biomarcadores plasmáticos evaluados de acuerdo a su función fisiopatológica. 

 

En rojo se indican aquellos biomarcadores con una asociación significativa con la escala 

Child-Turcotte-Pugh (CTP) en pacientes con cirrosis avanzada relacionada con el VHC. 

Abreviaturas: IP-10, proteína de 10 kilodalton inducida por IFN-γ; MCP-1, proteína 

quimioatrayente de monocitos 1; IL, interleuquina; TNF-α, factor de necrosis tumoral alfa; IL-

1 RA, antagonista del receptor de la IL-1; sRANKL, ligando soluble del receptor asociado al 

factor nuclear kappa B; OPG, osteoprotegerina; VEGF, factor de crecimiento endotelial 

vascular; sVEGF-R1, receptor 1 para el VEGF soluble; sVCAM-1, molécula soluble de 

adhesión celular vascular 1; sICAM-1, molécula soluble de adhesión intercelular 1; sTNF-R1, 

receptor 1 del TNF soluble; PAI-1, inhibidor 1 del activador del plasminógeno; LPS, 

lipopolisacárido; LBP, proteína de unión al LPS; sCD14 soluble; FABP-2, proteína de unión 

a ácidos grasos 2. Imagen creada en Biorender.com. 
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Estos hallazgos están en concordancia con los datos publicados anteriormente, donde un nivel 

alto de marcadores inflamatorios es característico de CAID y se asocia a un peor pronóstico y 

una mayor gravedad de la cirrosis [50, 53]. En este sentido, se ha reportado la asociación entre 

la IL-6 y una cirrosis más severa, con mayor riesgo de encefalopatía hepática, así como una 

mayor concentración en CTP grado C comparado con la clase A [122, 123]. 

Asimismo, el nivel sérico de IP-10 se ha propuesto como un marcador pronóstico útil de la 

progresión de la enfermedad hepática [124], y que correlaciona con su gravedad evaluada 

mediante biopsia hepática [125]. Se ha planteado, también, su uso como marcador de respuesta 

ante la terapia tanto con IFN y ribavirina [126], como con AADs [124]. IP-10 puede ser medido 

en orina [127], lo que puede facilitar su aplicación como marcador no invasivo. Además, IP-10 

se considera un factor proinflamatorio relevante en la infección por el VIH [128]. 

La inflamación, la disfunción endotelial y la coagulopatía están fuertemente relacionadas. La 

inflamación juega un papel central en la formación de las lesiones vasculares provocando 

cambios en la pared del vaso, y con el tiempo, la disfunción endotelial [129]. En particular, se 

ha visto que la disfunción endotelial de los sinusoides hepáticos durante la cirrosis favorece el 

desarrollo de hipertensión portal [130]. La pérdida de la capacidad protectora del endotelio 

disfuncional provoca un incremento del riesgo de aterosclerosis, la cual se ha relacionado 

directamente con el efecto provocado por el VHC, independientemente de los factores clásicos 

de riesgo cardiovascular [131]. 

En nuestro estudio encontramos también una asociación significativa entre los niveles del 

dímero D, que es el producto final de la degradación de fibrina y que sirve como marcador de 

la activación de la coagulación, y estadios más avanzados de cirrosis. Esta asociación sufre al 

tener en cuenta la FDR y desaparece al estratificar por la coinfección por VIH, pero 

probablemente debido al escaso poder estadístico resultante de reducir el número de muestras. 

En el hígado se sintetiza el fibrinógeno y casi la totalidad de los factores de la coagulación. Sus 

niveles se ven afectados en los pacientes cirróticos, lo que puede conllevar un mayor riesgo 

trombótico [132]. La coagulopatía se relaciona con un mayor riesgo de progresión de la 

enfermedad y de mortalidad en personas infectadas, tanto por el VIH [133], como por el VHC 

[134]. 

Los niveles del dímero D se correlacionan con la activación de citoquinas proinflamatorias y la 

inflamación sistémica, siendo un marcador pronóstico en varias entidades clínicas [135]. Como 

resultado de la respuesta inflamatoria crónica al virus, los pacientes infectados por el VHC 
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pueden tener un mayor riesgo de sufrir un tromboembolismo venoso [136]. Por otro lado, la 

trombosis de la vena porta es una complicación bien descrita en los pacientes cirróticos [137], 

y este riesgo permanece incluso tras la cura viral [138], aunque se ha publicado recientemente 

que este riesgo no se asocia a los niveles del dímero D ni otros marcadores inflamatorios [139]. 

Además, se ha demostrado que el sistema de coagulación también se activa en los pacientes 

cirróticos descompensados con ascitis y donde los niveles plasmáticos de dímero D se 

relacionan directamente con la severidad de la ascitis [140]. 

La disfunción endotelial y coagulopatía también se relacionan profundamente. En este sentido, 

se han asociado directamente los niveles de dímero D y la disfunción endotelial en pacientes 

con VIH y con supresión virológica [141]. La disfunción endotelial y el riesgo de trombosis 

inmunomediado ya ha demostrado ser un factor patogénico clave en el contexto de otras 

enfermedades, como durante la COVID-19 [142]. 

 

El perfil metabolómico plasmático de los pacientes coinfectados por VHC/VIH y 

monoinfectados por el VHC se altera durante los estadios avanzados de la cirrosis 

En el segundo trabajo, exploramos los cambios producidos en el metabolismo con la progresión 

de la cirrosis causada por el VHC, mediante estudios de asociación específicos entre 

metabolitos plasmáticos y factores epidemiológicos y clínicos, la puntuación CTP y el grado 

de descompensación. 

Los pacientes coinfectados por VHC/VIH presentaron un nivel más bajo de colesterol, ácido 

esteárico, fosfatidilcolina (16:0/9:0(CHO)) y acetilcarnitina; y uno más alto de 

lisofosfatidilcolina (LPC) (18:0), que los pacientes monoinfectados por VHC. Se conoce con 

anterioridad que ambos virus pueden alterar el metabolismo de los lípidos. De hecho, se habían  

observado niveles bajos de colesterol tanto en pacientes monoinfectados por el VHC como 

coinfectados VHC/VIH, siendo en estos últimos donde la reducción fue más acusada [143]. 

También, en concordancia con nuestros hallazgos, se ha visto un nivel más bajo de carnitina en 

los pacientes infectados por el VIH [144], y cuya suplementación podría ser beneficiosa para 

estos pacientes [145]. Además, en pacientes infectados por el VIH se ha reportado también un 

nivel más alto de LPC (18:0), así como de otros isómeros, como LPC (18:1) y LPC (20:4) [146]. 

Cuando exploramos la asociación con el tratamiento previo frente al VHC o con estatinas, no 

pudimos identificar ningún metabolito significativamente asociado. Sin embargo, pudimos 
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mostrar por primera vez la asociación entre los niveles de ácido 2-hidroxi-3-metilbutírico 

(también conocido como ácido 2-hidroxiisovalérico) y el grado de ingesta de alcohol, siendo 

significativamente superiores en aquellos pacientes con mayor consumo. La producción de este 

ácido está unida a la síntesis hepática del glutatión, que se eleva en respuesta al estrés oxidativo 

[147]. Además, el ácido 2-hidroxi-3-metilbutírico es un producto del metabolismo de los 

aminoácidos de cadena ramificada, los cuales también se han relacionado con el consumo de 

alcohol [148]. En línea con nuestros hallazgos, este analito se ha asociado recientemente con el 

grado de consumo de alcohol autorreportado y el riesgo de CHC [149]. 

Los lisofosfolípidos, como la LPC y la lisofosfatidiletanolamina (LPE), presentan un papel 

clave en la señalización celular y como partícipes en la regulación de la respuesta inflamatoria, 

muy alejada de la concepción desfasada original de ser constituyentes inertes de la membrana 

plasmática. En nuestro estudio, LPC (16:0), LPC (16:1), LPC (18:0), LPC (20:3), LPC (20:4), 

LPC (22:6) y LPE (22:6), mostraron niveles cada vez más reducidos a medida que aumentaba 

la puntuación CTP. La desregulación de distintos isómeros LPC se ha observado en el contexto 

de múltiples enfermedades crónicas con un importante componente inflamatorio, como, entre 

otras, durante la hepatitis crónica [150]. Esta desregulación también se ha visto en pacientes 

infectados con el VIH y asociada a desórdenes metabólicos [151]. En relación a esto, se han 

detectado niveles aumentados de la enzima lisofosfolipasa, que emplea LPC como sustrato, en 

pacientes con cirrosis avanzada y CHC [152, 153], lo que podría representar el mecanismo 

molecular causal de los bajos niveles de LPC en pacientes cirróticos por VHC. 

El estrés oxidativo está involucrado en la progresión de la enfermedad hepática y la 

desregulación del sistema inmune en el seno de la hepatitis C crónica [154, 155]. El estrés 

oxidativo se genera como consecuencia de un desequilibro entre la producción de especies 

reactivas de oxígeno y la capacidad de hacerlas frente mediante antioxidantes. Tanto el VIH 

como el VHC contribuyen al mismo [156, 157]. En nuestro estudio, se encontró una asociación 

significativa con varios metabolitos implicados en ese equilibrio. En este sentido, los 

fosfolípidos oxidados como la fosfatidilcolina (16:0/9:0(CHO)) [158], los isómeros de tirosina 

[159], la 5-oxoprolina [160], y el ácido aminomalónico [161] son marcadores bien reconocidos 

de estrés oxidativo biológico. 

El ciclo celular del VHC está estrechamente relacionado con el metabolismo celular lipídico en 

el sistema endomembranoso del huésped. En nuestro estudio, aquellos pacientes con una mayor 

puntuación de CTP presentaron mayores niveles, tanto de ácidos grasos libres (ácido palmítico, 
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ácido oleico, ácido esteárico, ácido palmitoleico y ácido láurico) como de glicerol, lo que parece 

estar conforme a la bibliografía publicada hasta el momento. El virus reajusta el metabolismo 

para favorecer la replicación vírica y la formación de viriones, provocando un notable aumento 

de la utilización de ácidos grasos desaturados, principalmente ácido oleico [162, 163]. En este 

contexto, la acción del complejo génico de desaturasas de ácidos grasos puede estar 

involucrada, ya que se ha visto su actividad alterada, tanto en el contexto de la infección por el 

VHC [164], como en otras enfermedades hepáticas como la MAFLD [165]. Además, se ha 

descrito que la enfermedad hepática crónica puede alterar el metabolismo de los ácidos grasos 

a través de cambios en la microbiota intestinal [166], así como que durante los estadios 

avanzados y/o con CHC se alcanza un mayor nivel de glicerol plasmático [167].  

La carnitina, sintetizada a partir de la lisina y metionina, es la responsable transferir los ácidos 

grasos de cadena larga desde el citosol al interior de las mitocondrias, para la producción de 

energía a través de la β-oxidación. Las distintas especies de carnitina se han relacionado con 

alteraciones metabólicas en los pacientes infectados con el VIH [151], lo que puede explicarse 

por una existente disfunción mitocondrial [168]. En pacientes cirróticos, se han encontrado 

niveles aumentados de carnitina y acetilcarnitina, especialmente asociados con la clase CTP C 

[169]. Aunque se han descrito altos niveles de estos metabolitos en pacientes con MAFLD y 

con CHC [170], la asociación de carnitina y acetilcarnitina con estadios avanzados de cirrosis, 

en pacientes monoinfectados con el VHC y coinfectados por VHC/VIH, no había sido referida 

con anterioridad. 

Los niveles de ácidos biliares circulantes disminuyen en la cirrosis hepática, de acuerdo al grado 

de descompensación hepática, a la vez que aumenta la proporción relativa de los conjugados de 

taurina [171]. En nuestro estudio, el ácido taurocólico es el metabolito con mayor grado de 

asociación con la puntuación CTP. Este ácido se ha descrito como el ácido biliar cuyos niveles 

se alteran más en pacientes cirróticos. No sólo es un marcador de progresión de la cirrosis 

hepática, sino que la promueve activamente mediando la activación de las células hepáticas 

estrelladas [172, 173]. 

Varios metabolitos derivados del butirato se asociaron en nuestro estudio con mayor puntuación 

de CTP, sugiriendo un papel en la progresión de la cirrosis. El 2-hidroxibutirato es un marcador 

temprano de resistencia a la insulina [174]. El 3-hidroxibutirato se ha asociado al riesgo 

cardiovascular y, dado que es uno de los cuerpos cetónicos predominantes durante la 

cetoacidosis diabética, se puede considerar como un marcador de diabetes. Otros autores han 
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visto que sus niveles aumentaron durante la infección por el VHC y se restauraron tras la RVS 

[175]. En conjunto, estos resultados podrían explicar la relación con las manifestaciones 

extrahepáticas más frecuentes, como la diabetes mellitus o el riesgo cardiovascular. Por el 

contrario, se ha publicado recientemente un análisis metabolómico en orina de pacientes con 

hepatitis C crónica donde los niveles de 2-hidroxibutirato y 3-hidroxibutirato eran menores que 

en controles sanos y, además, los valores de 3-hidroxibutirato incrementaban transitoriamente 

durante el tratamiento con AADs [176]. Nuevos estudios metabolómicos longitudinales son 

necesarios para dar una visión conjunta de los hallazgos en plasma y orina en estos pacientes. 

Además, el 2,3-butanodiol también se encontró aumentado en los pacientes con mayor CTP. 

Este metabolito es un producto derivado de la fermentación de varios géneros bacterianos, como 

Klebsiella, cuya presencia aumentada en sangre se ha relacionado con el CHC [177]. 

Recientemente, otro artículo ha reportado niveles aumentados de 2,3-butanodiol en pacientes 

con cirrosis descompensada y en la ACLF [178]. El 2,3-butanodiol, junto con el ácido 2-

hidroxi-3-metilbutírico, se han correlacionado con los niveles de IL-6, que se ha descrito como 

un buen marcador capaz de discriminar la presencia de infección bacteriana en pacientes 

cirróticos [179]. Igualmente, otros metabolitos significativos en este estudio, como el ácido N- 

(2-hidroxietil) iminodiacético y el ácido 3-hidroxibutírico se correlacionaron con el LPS y la 

LBP, respectivamente. Estos metabolitos pueden reflejar cambios en la diversidad de la 

microbiota y un aumento de la traslocación bacteriana, de la cual, tanto el LPS como la LBP, 

son marcadores. Sin embargo, hay que mencionar que el ácido N- (2-hidroxietil) iminodiacético 

se puede originar a partir de la descomposición del EDTA [180], el anticoagulante empleado 

para la obtención de las muestras, por lo que estos resultados deben interpretarse con 

precaución. 

En relación con los aminoácidos, las enfermedades hepáticas crónicas presentan habitualmente 

un patrón alterado, como se ha comentado en el texto con anterioridad, con un aumento de las 

concentraciones de aminoácidos aromáticos y una disminución de las concentraciones de 

aminoácidos de cadena ramificada, como valina, leucina o isoleucina. Por un lado, encontramos 

niveles aumentados de metionina y tirosina en pacientes con estadios más avanzados de la 

cirrosis, en consonancia con trabajos previos [181]. También, un reciente estudio de 

metabolómica ha mostrado como los pacientes coinfectados por VHC/VIH, con progresión de 

su enfermedad hepática, presentaron niveles aumentados de tirosina [182]. La proporción sérica 

de aminoácidos de cadena ramificada/tirosina tiene valor pronóstico, disminuyendo con el 

aumento de la gravedad del daño hepático [183, 184]; y los valores de tirosina se han asociado 
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con la aparición de CHC [185]. Los mismos niveles aumentados se han encontrado en la orina 

de estos pacientes [176]. Además, el p-cresol, un metabolito del que encontramos en nuestro 

estudio niveles disminuidos en pacientes con puntuaciones CTP más elevadas, se produce a 

partir de la tirosina por varias bacterias intestinales. Asimismo, la metionina y otros 

aminoácidos de cadena ramificada, se pueden transformar en succinil-CoA que puede ser 

convertido a su vez en ácido succínico, siendo ambos intermediarios del ciclo de Krebs (o ciclo 

de los ácidos tricarboxílicos). En nuestro trabajo, los niveles de ácido succínico se encontraron 

disminuidos en los pacientes con mayor puntuación CTP, lo que puede estar relacionado con el 

secuestro del metabolismo celular por parte del VHC. Éste reorienta el metabolismo celular 

hacia la glucolisis, reduciendo la actividad del ciclo de Krebs y la fosforilación oxidativa, y 

favoreciendo, a su vez, la generación de metabolitos anabólicos [186, 187]. Por otro lado, en 

nuestro estudio también encontramos niveles más bajos de otros metabolitos relacionados con 

aminoácidos de cadena ramificada, a medida que aumentaba el CTP. El ácido α-cetoisocaproico 

es un metabolito derivado de la leucina con capacidad de estimular la liberación de insulina, 

promoviendo el anabolismo, y que podría relacionarse con una mayor resistencia a la insulina 

presente en los pacientes con mayor puntuación CTP. Además, como se ha mencionado 

previamente, el ácido 2-hidroxi-3-metilbutírico se origina principalmente en la cetogénesis y 

en el metabolismo de los aminoácidos de cadena ramificada [188]. 

En conjunto, los estadios avanzados de cirrosis, tanto en pacientes monoinfectados con el VHC 

como coinfectados por VHC/VIH, se asocian a un perfil metabólico plasmático alterado 

(Figura 8). La metabolómica puede contribuir a entender mejor la fisiopatología de la 

enfermedad y conducir al desarrollo de métodos útiles para fines diagnósticos y pronósticos. 

Notablemente, ya existen herramientas metabolómicas que se emplean en la clínica, como el 

OWL Liver Test®, desarrollada en nuestro país y que permite distinguir la esteatosis de la 

esteatohepatitis en el contexto de la MAFLD. 
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Figura 8. Principales alteraciones metabólicas encontradas, asociadas a una mayor 
puntuación en la escala CTP. 

 

Abreviaturas: LPC, lisofosfatidilcolina; LPE, lisofosfatidiletanolamina. Imagen creada en 

Biorender.com. 

 

 

Los pacientes monoinfectados por el VHC y los coinfectados por VHC/VIH con 

cirrosis avanzada descompensada presentan alteraciones similares 

Otro punto a considerar es la evaluación de los resultados al compararlos entre pacientes 

monoinfectados con el VHC y los coinfectados VHC/VIH. Como previamente se ha 

mencionado, está bien establecido que la infección por VIH promueve la inflamación y se 

relaciona con un aumento de los desórdenes metabólicos, pero, en nuestros trabajos, ambos 

grupos de pacientes presentan un nivel similar, tanto de los biomarcadores estudiados como en 

la tendencia de los metabolitos analizados (Figura 9). 
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Figura 9. Los pacientes monoinfectados por el VHC y los coinfectados por VHC/VIH con daño 

hepático avanzado presentan alteraciones similares. 

 

Abreviaturas: VIH, virus de la inmunodeficiencia humana; VHC, virus de la hepatitis C; CTP, 

clasificación Child-Turcotte-Pugh. Imagen creada en Biorender.com. 

 

Sin embargo, aunque con la misma tendencia, la fuerza de la asociación entre los metabolitos 

fue mayor en los pacientes coinfectados por VHC/VIH. Además, los pacientes infectados con 

el VIH estaban en tratamiento estable con tratamiento antirretroviral supresor y con una 

recuperación importante del sistema inmunológico, reflejado en la diferencia entre los valores 

del nadir de linfocitos T CD4+ y el recuento actual. Una posible explicación es que la presencia 

de una enfermedad hepática avanzada en estos pacientes no permitió desenmascarar el efecto, 

si existente, del VIH bien controlado sobre los biomarcadores y metabolitos estudiados. Aun 

así, no debemos olvidar que, a la luz de una terapia antirretroviral cada vez más segura y 

efectiva, la consideración de los coinfectados por VHC/VIH como una población especial a 

considerar dentro de los infectados por el VHC está siendo cada vez más objeto de debate [103]. 



Discusión 

102 

 

Los pacientes coinfectados por VHC/VIH con cirrosis avanzada con alto riesgo 

para HPCS presentan un perfil de expresión génica diferencial 

En nuestro tercer trabajo, evaluamos la expresión génica en CMSPs de pacientes coinfectados 

por VIH y VHC de acuerdo con su estadio de fibrosis, designado por el valor de LSM, para 

identificar una firma de expresión génica de cirrosis avanzada con alto riesgo de desarrollar 

HPCS. 

La utilización de CMSPs es una buena opción no invasiva, ya que se obtienen fácilmente y han 

demostrado una expresión comparable a la detectada en distintos tejidos [189]. Particularmente, 

se ha visto que los cambios en las CMSPs reflejan aquellos ocurrentes en el hígado [190, 191]. 

Sin embargo, tanto el VHC como el VIH son capaces de infectarlas y, por tanto, alterar su 

expresión. Aun así, la mayoría de los cambios en la expresión génica se superponen entre los 

compartimentos hepático y CMSPs en los pacientes coinfectados por VHC/VIH, lo que 

respalda la naturaleza sistémica de las señales inflamatorias [190]. Además, como se ha 

explicado exhaustivamente con anterioridad, el sistema inmunitario es un elemento clave en la 

patogenia de la fibrosis hepática. Podría decirse que las CMSPs son el mejor tejido para evaluar 

el estado crónico inflamatorio que ocurre durante la fibrosis hepática, actuando como 

mediadores entre el hígado y los factores sistémicos. En este sentido, la transcriptómica ya se 

ha aplicado a las CMSPs para comprender mejor la acción del sistema inmunitario en el 

contexto de distintas enfermedades hepáticas [192, 193]. Además, su uso ha dado lugar a la 

agrupación de genes coexpresados en los denominados módulos transcripcionales sanguíneos 

(BTM), que facilitan la exploración de subconjuntos sanguíneos claves en distintos contextos 

[194]. Por lo tanto, creemos que esta estrategia es complementaria a aquellas que exploran la 

arquitectura y el microambiente del hígado a nivel unicelular [195]. 

En nuestro análisis descriptivo, encontramos una diferencia significativa en el recuento del 

nadir CD4+ entre los distintos grados de fibrosis. A pesar de que un estudio no encontró 

evidencia significativa [196], muchos otros están en concordancia con nuestro estudio 

asociándolo con un mayor riesgo de fibrosis hepática [197-199]. Si bien no se encontró una 

asociación del recuento actual de células T CD4+ en el momento del estudio con la fibrosis 

hepática, se podría argumentar que puede haber estado enmascarada por un tratamiento 

antirretroviral supresor efectivo (como lo muestra la diferencia entre el nadir CD4+ y el valor 

actual de CD4+). Esto respaldaría la asociación de los recuentos más bajos de CD4+ con la 
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característica inmunosupresión de la progresión de la fibrosis hepática, y no como  marcador 

independiente de disfunción hepática avanzada, por ejemplo a través del secuestro esplénico de 

estas células, como también se ha sugerido [200]. Además, los niveles de colesterol total 

estaban significantemente disminuidos en aquellos pacientes con mayor grado de fibrosis. Esto 

concuerda con los datos publicados con anterioridad [201, 202], pudiendo ser debido a la 

pérdida de hepatocitos asociada con la cirrosis, lo que reduciría la función hepática implicada 

en el metabolismo de las lipoproteínas [201]. Además, la infección por el VHC en sí misma 

puede interferir con la vía del mevalonato, limitando la síntesis de colesterol [202]. 

Se realizó un análisis transcriptómico en las CMSPs de estos pacientes coinfectados por 

VHC/VIH mediante la secuenciación de los ARN poliadenilados. Tras el análisis y filtrado de 

las lecturas, quedaron 15642 genes para los estudios sucesivos. En nuestro estudio, un conjunto 

de 60 transcritos se asociaron con el incremento de la rigidez y enfermedad hepáticas. Se evaluó 

también la asociación al estratificar los pacientes de acuerdo con sus valores de LSM: < 12,5 

kPa (sin cirrosis), 12,5 - 25 kPa (cirrosis compensada) y ≥ 25 kPa (cirrosis avanzada con alto 

riesgo de HPCS) [62]. Se detectó una expresión diferencial al comparar estadios distantes (LSM 

< 12,5 kPa y ≥ 25 kPa). Estos 60 transcritos (22 con su expresión disminuida y 38 aumentada, 

en pacientes con alto riesgo de HPCS) fueron, colectivamente, capaces de discriminar entre 

ambos grupos (AUROC = 0,84). Sin embargo, estas diferencias desaparecieron entre estadios 

fibróticos adyacentes, probablemente debido a que los cambios en la expresión génica se 

establecen gradualmente a medida que aumenta la fibrosis y el poder estadístico real no era 

capaz de detectarlos a menos que las diferencias se maximizaran en fenotipos extremos. 

Se puede hacer aquí alguna apreciación sobre algunos de estos transcritos. Siete de ellos 

(EEF1A1P6, NACA3P, EEF1A1P12, PABPC3, RPL10AP2, EEF1A1P4, EEF1A1P1) también 

se regularon a la baja en el conjunto de datos GSE101413 derivado de un modelo de 

hepatoblastoma [203]. PABPC3 puede participar en el control de la expresión génica actuando 

a través del metabolismo del ARNm [204]. Los otros seis son pseudogenes que podrían actuar 

modificando la expresión génica. Por ejemplo, la sobreexpresión de EEF1A1 se ha asociado 

con el desarrollo de CHC [205]. Los pseudogenes descubiertos para EEF1A1 son muy 

numerosos y pueden reflejar una regulación genómica compleja poco conocida [206]. Si bien 

la regulación a la baja de estos pseudogenes (en nuestro conjunto EEF1A1P6, EEF1A1P12, 

EEF1A1P4, EEF1A1P1) puede estar involucrada en el aumento del riesgo de CHC a medida 

que avanza la cirrosis, éste es un aspecto desconocido que tiene que ser investigado. Otros 

ARNs de cadena larga no codificante (lncARNs) (por ejemplo, AD000090.1) o pseudogenes 
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(por ejemplo, TPT1P9) también se alteraron significativamente. Juntos, estos hallazgos 

respaldan la creciente evidencia de que los ARNs no codificantes son actores clave importantes 

durante la progresión de la fibrosis hepática [43, 207]. Es de destacar que la embigina (EMB) y 

su pseudogén EMBP1 estaban regulados al alza a medida que aumentaba la fibrosis. Ya se ha 

demostrado esta sobreexpresión de EMB con la fibrosis en un modelo de rata [208]. Además, 

ya se ha asociado con el cáncer [209] y se ha demostrado que promueve la transición epitelial-

mesenquimatosa, que es un mecanismo molecular clave que subyace a la fibrosis [210]. 

A continuación, se evaluó el rendimiento diagnóstico individual de cada uno de estos 60 

transcritos para discriminar aquellos pacientes con cirrosis severa con alto riesgo de HPCS (≥ 

25 kPa) frente al grupo sin cirrosis (< 25 kPa), siendo ocho los transcritos con mayor poder de 

discriminación. De estos ocho transcritos, se validaron los dos con mayor poder de 

discriminación (MDK y STAG3L2) para cirrosis con alto riesgo de HPCS, en una cohorte 

independiente de pacientes. 

Por un lado, los niveles transcripcionales de la proteína de membrana transportadora secretora 

1 (SCAMP1), hidrolasa que contiene dominio alfa/beta 17B (ABHD17B), subunidad 1 del factor 

de transcripción general IIA o TFIIA (GTF2A1), proteína transmembrana 64 (TMEM64), y 

receptor acoplado a proteína G 146 (GPR146), se asociaron positivamente con los valores de 

LSM y se consideran, por tanto, factores de riesgo. 

De los genes anteriores, GTF2A1, SCAMP1 y TMEM64 ya se han involucrado en la aparición 

de cáncer. GTF2A1, que ya se ha asociado a CHC [211], codifica para la subunidad 1 del TFIIA, 

que, junto con GTF2A2, forma el TFIIA [212]. Este factor de transcripción está regulado a 

través de múltiples mecanismos reguladores, incluida la proteólisis específica del sitio por la 

proteasa altamente conservada Taspasa 1 [213]. La sobreexpresión de Taspasa 1 también se ha 

asociado ya con CHC [214]. 

SCAMP1 es una proteína involucrada en el sistema de endomembranas y el tráfico de vesículas 

[215], cuya desregulación puede estar involucrada en los procesos cancerígenos [216]. Las 

vesículas extracelulares, especialmente los exosomas, son la principal forma de comunicación 

en el hígado [217], y se sabe que, tanto el VHC como el VIH, son capaces de aprovechar la 

maquinaria exosomal del huésped en beneficio propio. Aunque cada miembro de SCAMP 

puede tener un papel regulatorio distinto [215], otro miembro de la misma familia, SCAMP3, 

ya se ha relacionado con la patogenia del CHC [218]. 
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TMEM64, que ya se ha asociado con el CHC [219], codifica una proteína transmembrana capaz 

de modular la señalización de Wnt [220]. Esta vía está involucrada en la promoción de la 

fibrosis hepática [221] y en el desarrollo de CHC [222]. Además, TMEM64 media 

positivamente la actividad de la ATPasa de Ca2+ del retículo sarcoendoplasmático (SERCA) 

[223], un regulador crítico de la homeostasis y señalización del calcio. Se ha demostrado que 

la inhibición de SERCA facilita la diferenciación de células Th17 [224]. Esto estaría de acuerdo 

con hallazgos previos en los que los pacientes coinfectados por VHC/VIH con cirrosis avanzada 

(LSM ≥ 25 kPa) tenían los valores plasmáticos más bajos de citoquinas relacionadas con la 

respuesta Th17 [51]. 

Muchos cambios de expresión detectados pueden estar relacionados con la alteración del 

metabolismo. Tanto la infección por el VIH como por el VHC muestran alteraciones del 

metabolismo lipídico, como se ha discutido en relación a los resultados del segundo artículo. 

GPR146, al que también se le ha otorgado una función en la inhibición selectiva de la infección 

por virus ARN [225], dificulta la regulación del colesterol sistémico [226] y, por tanto, su 

detectada sobreexpresión podría estar contribuyendo a esta alteración metabólica. Esto 

concuerda con la reducción en los niveles de colesterol total detectada en el análisis descriptivo. 

Además, la sobreexpresión de TMEM64 se ha relacionado con un incremento en la adipogénesis 

[220] y mutaciones de pérdida de función en ARL15, otro de los transcritos que se encontraron 

sobreexpresados en pacientes con cirrosis severa, pueden encontrarse en algunos pacientes con 

lipodistrofia [227, 228], por lo que el aumento detectado puede estar relacionado como 

mecanismo compensatorio de la lipodistrofia característica observada en pacientes infectados 

por el VIH y coinfectados por VHC/VIH. 

ABHD17B codifica una enzima con actividad despalmitoilante [229]. La sobreexpresión 

detectada en este estudio está en consonancia con los resultados del segundo artículo en los que 

encontramos niveles más altos de ácidos grasos libres y glicerol a medida que aumentaba la 

puntación CTP [111]. Además, las alteraciones en la palmitoilación se han asociado con 

diferentes trastornos neurológicos [230], lo que podría explicar las manifestaciones 

neurológicas frecuentemente descritas en pacientes infectados por el VHC [231]. Además, 

ABHD17B se ha asociado recientemente a la progresión hacia CHC [232], lo que está en 

concordancia con nuestros hallazgos. 

Por el otro lado, el ARN antisentido 1 del homeobox dedo de zinc 2 (ZFHX2-AS1), MDK y 

STAG3L2 se asociaron a un descenso de LSM. 
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ZFHX2-AS1 es un lncARN sin función conocida, más allá de regular negativamente al factor 

de transcripción ZFHX2 [233]. Curiosamente, ZFHX2 puede regular al alza la somatostatina 

[234], que se encuentra elevada en pacientes cirróticos [235]. Esto respalda nuestros hallazgos 

en los que una disminución de los niveles de ZFHX2-AS1 y, por tanto, un posible aumento 

resultante de ZFHX2, se asociaron a cirrosis avanzada con alto riesgo de HPCS. 

MDK codifica para midquina, un factor de crecimiento de unión a heparina que se eleva en 

diversas afecciones, como la inflamación y en muchos tipos de cáncer [236-238]. Es secretado 

y, por tanto, medible en la sangre y otros fluidos corporales, como la orina y el líquido 

cefalorraquídeo, lo que facilita su uso como marcador no invasivo. MDK ya ha demostrado su 

implicación en varias enfermedades inflamatorias [239, 240] y, más recientemente, durante la 

COVID-19 [241]; y está emergiendo como un objetivo para tratar estas condiciones. En el 

hígado, la investigación sobre MDK se ha centrado en su uso como biomarcador para el CHC 

[242]. Su nivel sérico es bajo en pacientes sanos o cirróticos, pero aumenta en pacientes con 

CHC [243, 244]. Se ha demostrado que es más sensible que la alfafetoproteína, el marcador 

tumoral clásico por excelencia, lo que sugiere un papel esperanzador para el diagnóstico 

temprano de CHC. Sin embargo, en este estudio, encontramos que la expresión de MDK fue un 

factor protector, reduciendo su expresión a medida que aumentaba la fibrosis hepática. 

Consideramos que estas dos afirmaciones anteriores no son contradictorias, sino 

complementarias (Figura 10). El papel de MDK en etapas más tempranas de la enfermedad 

hepática crónica, antes de la aparición de CHC, ha sido mucho menos estudiado y es importante 

destacar que los pacientes con CHC diagnosticado fueron excluidos de este estudio. 

La fibrosis hepática avanzada da como resultado cirrosis e insuficiencia hepática, pero hay que 

considerar que la fibrosis es un arma de doble filo [245]. La fibrosis constituye un proceso 

fisiológico, mediado por la inflamación e implicado en la reparación tisular. El aspecto 

beneficioso de MDK se ha estudiado mayoritariamente en modelos animales [246, 247], 

habiéndose demostrado que promueve la regeneración hepática tras hepatectomía parcial en 

ratón [248]. 
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Figura 10. Hipotéticas funciones y aplicaciones de MDK durante el desarrollo de la 

enfermedad hepática crónica. 

 

Abreviatura: CHC, carcinoma hepatocelular. Imagen creada en Biorender.com. 

 

MDK es una citoquina con funciones proinflamatorias, angiogénicas y antiapoptóticas. Su 

expresión se induce en el tejido dañado y promueve la inflamación y la supervivencia celular 

[249]. Durante la enfermedad hepática crónica y las primeras etapas de la fibrosis, se podría 

inducir la expresión de MDK para proteger las células del hígado de la agresión en curso. Ya se 

ha demostrado que MDK protege a los hepatocitos en el tejido hepático dañado [250]. A medida 

que avanza la fibrosis, el daño celular en el hígado se vuelve tan prominente que las funciones 

de MDK también se alteran. En este sentido, este cambio detectado en la expresión de esta 

citoquina inflamatoria puede estar relacionado con la CAID característica de los pacientes 

cirróticos [53]. Finalmente, durante los estadios iniciales en la aparición de CHC, la hipoxia en 

el microambiente tumoral induciría la expresión de MDK y sus funciones antiapoptóticas 

contribuirían a la carcinogénesis [251, 252]. Es interesante plantear el posible papel que podría 

tener la MDK, que es capaz de unirse a la heparina, en la regresión de la fibrosis y la 

regeneración del hígado. Desde esta perspectiva, ya se ha demostrado que los exosomas 



Discusión 

108 

derivados de hepatocitos pueden promover cambios terapéuticos en el hígado a través de 

moléculas similares a la heparina [253]. 

Nuestro estudio apoya la doble función de MDK como protector hepático y promotor de la 

carcinogénesis. Al respecto, se ha demostrado una expresión bifásica de MDK en un modelo de 

fibrosis pulmonar, con una mayor expresión tanto en la etapa inflamatoria temprana como en 

la etapa fibrosante tardía [240]. 

STAG3L2, es un pseudogen de función desconocida, que parece participar en la regulación de 

la cromatina, según la Alliance of Genome Resources (abril de 2022). STAG3L2 sigue el mismo 

patrón de expresión de MDK, expresándose poco en el hígado adulto normal y, por el contrario, 

aumentando sustancialmente su expresión en muestras de CHC [254]. Se encuentra en 7q11.23, 

justo al lado de la región cromosómica involucrada en el síndrome de Williams-Beuren [255]. 

Aunque las características clínicas más comunes de este síndrome no incluyen la enfermedad 

hepática, una minoría de pacientes desarrollan ictericia colestásica similar a la observada en 

pacientes con síndrome de Alagille [256, 257]. Al ser un síndrome de genes contiguos, es 

interesante plantear la hipótesis de que los cambios en STAG3L2 pueden contribuir a las 

alteraciones hepáticas observadas en este pequeño grupo de pacientes con síndrome de 

Williams-Beuren. 

 

Biomarcadores accesibles distinguen a los pacientes con mayor disfunción hepática 

La cirrosis se puede subdividir en una fase inicial compensada seguida de una fase 

descompensada. La transición entre ambas está definida por el desarrollo de complicaciones 

como ascitis, ictericia o varices esofágicas. Por ello, existe una necesidad clínica de información 

pronóstica precisa para guiar el manejo de los pacientes con enfermedad hepática avanzada. 

A medida que el grado de rigidez hepática aumenta, también lo hace el grado de disfunción 

hepática. Como se ha indicado con anterioridad, un valor de LSM ≥ 25 kPa se ha asociado con 

la aparición de HPCS [61] que, a su vez, promueve el desarrollo de complicaciones como 

varices esofágicas de alto riesgo, descompensación hepática, CHC y/o muerte [61, 62]. Baveno 

VII enfatiza el diagnóstico no invasivo de la HPCS proponiendo valores extremos para 

descartarla (LSM ≤ 15 kPa más ≥ 150 x 109/L plaquetas) o asumirla (LSM ≥ 25 kPa) (Figura 

4) [62]. Además, la recomendación del consenso de iniciar tratamiento en el momento del 

diagnóstico de la HPCS para prevenir las complicaciones que definen la descompensación 
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hepática, ha supuesto un cambio de mentalidad en el campo de la hepatología clínica. Sin 

embargo, estos criterios diagnósticos dejan alrededor del 40% de los pacientes sin clasificar 

[258] (Figura 11). En este sentido, ya hay estudios que intentan complementar estos criterios 

con marcadores plasmáticos (por ejemplo, el índice VITRO como la relación entre el antígeno 

del factor de von Willebrand y las plaquetas) que permitan reducir este número y, por tanto, un 

tratamiento temprano de estos pacientes [259, 260]. Nuestros hallazgos pueden ayudar al 

desarrollo de biomarcadores que apoyen esta estrategia. 

 

Figura 11. Aplicación de nuevos biomarcadores no invasivos para reducir el vacío diagnóstico 

con las recomendaciones actuales. 

 

Abreviaturas: HPCS, hipertensión portal clínicamente significativa; VITRO, índice entre el 

antígeno del factor de von Willebrand y las plaquetas; IP-10, proteína de 10 kilodalton 

inducida por IFN-γ; MDK, midquina. Imagen creada en Biorender.com. 
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Para ayudar en la estratificación pronóstica de los pacientes cirróticos contamos también con la 

ayuda de la clasificación CTP. La casi totalidad de los pacientes con CTP clase B o C tienen 

una LSM ≥ 25 kPa, como se ha visto en nuestros trabajos y los de otros grupos [261]. Los 

pacientes con cirrosis compensada se asocian fundamentalmente a una clasificación CTP A, 

mientras que aquellos con descompensación moderada o severa presentan una clasificación 

CTP B o C, respectivamente [16, 27]. En esta memoria se muestra que, por un lado, la 

combinación de los marcadores inflamatorios IL-6 e IP-10 y, por otro, la de los metabolitos 

ácido glicólico, LPC (16: 0) y ácido taurocólico permiten distinguir a los pacientes con cirrosis 

descompensada (CTP ≥ 7) con un AUROC de 0,964 y de 0,879, respectivamente. Sin embargo, 

la clasificación CTP presenta sus limitaciones, siendo la principal la subjetividad de dos de sus 

variables clínicas, como son la ascitis y la encefalopatía. Además, hay veces que la línea 

divisoria que establece la clasificación al distinguir los pacientes con cirrosis compensada y 

descompensada se desdibuja en la práctica clínica [262]. Aun así, parece que el hecho de que 

esta clasificación esté abierta a integrar el juicio clínico que evalúa el paciente en su totalidad 

puede llegar a ser beneficioso para una adecuada clasificación pronóstica [263]. Esto se explica 

por la existencia de múltiples factores fisiopatológicos, de los que cada vez se conocen más, 

como el papel de los factores inflamatorios o las alteraciones metabólicas, que no están 

integrados en estas clasificaciones. Por tanto, la evaluación de nuevos marcadores biológicos 

objetivos que reflejen el proceso patológico subyacente, como los presentados en estos 

artículos, pueden ayudar en la clasificación y manejo de estos pacientes. 

Por tanto, podemos concluir que los tres artículos incluidos en esta memoria describen nuevos 

posibles biomarcadores accesibles (plasma o CMSPs), mediante metodologías distintas, que 

permiten distinguir aquellos pacientes con mayor disfunción hepática (CTP ≥ 7 o LSM ≥ 25 

kPa) para poder optimizar su seguimiento y tratamiento (Figura 12). 
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Figura 12. Los pacientes con cirrosis severa (LSM ≥ 25 kPa y/o CTP ≥ 7) presentan 

alteraciones a niveles plasmático y de CMSPs. 

 

Abreviaturas: LSM, medida de la rigidez del tejido hepático; CTP, clasificación Child-

Turcotte-Pugh; IP-10, proteína de 10 kilodalton inducida por IFN-γ; IL-6, interleuquina 6; 

OPG, osteoprotegerina; sVCAM-1, molécula soluble de adhesión celular vascular; sICAM-1, 

molécula soluble de adhesión celular intercelular 1; LPC, lisofosfatidilcolina; LPE, 

lisofosfatidiletanolamina; SCAMP1, proteína de membrana transportadora secretora 1; 

ABHD17B, hidrolasa que contiene dominio alfa/beta 17B; GTF2A1, subunidad 1 del factor de 

transcripción general IIA; TMEM64, proteína transmembrana 64; GPR146, receptor acoplado 

a proteína G 146; ZFHX2-AS1, ARN antisentido 1 del homeobox dedo de zinc 2; MDK, 

midquina; STAG3L2, antígeno estromal 3 similar a 2; CMSPs, células mononucleares de 

sangre periférica; AUROC, área bajo la curva ROC. Imagen creada en Biorender.com. 
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Perspectivas futuras 

En conjunto, estos artículos ilustran la importancia de la desregulación inmuno-metabólica en 

el desarrollo y progresión de la cirrosis. La desregulación de la respuesta inmunitaria conduce 

a la aparición de inflamación y diversos trastornos metabólicos. La inflamación es un 

mecanismo patológico central que media en la transición de la cirrosis compensada a la 

descompensada. La erradicación del VHC tras el tratamiento con AADs, en pacientes 

coinfectados por el VHC/VIH con cirrosis avanzada, ha mostrado aliviar la gravedad de la 

cirrosis avanzada y provocar un descenso de los biomarcadores plasmáticos relacionados con 

la inflamación, coagulopatía y angiogénesis [107, 108], así como una regulación a la baja de la 

expresión relacionada con la respuesta inflamatoria y antiviral [108]. Sin embargo, puede que 

existan alteraciones del sistema inmunitario que persistan tras la curación virológica [264, 265], 

por lo que es posible que se requieran, además de mecanismos reparadores de la fibrosis, el 

desarrollo de herramientas que permitan aliviar esa “cicatriz” inmunológica. Además, existen 

claras evidencias de alteraciones metabólicas en las enfermedades hepáticas, relacionándose 

con un aumento de la mortalidad y la insuficiencia orgánica extrahepática. Por lo tanto, la 

evaluación del perfil metabólico y sus alteraciones es un paso esencial que podría facilitar el 

diagnóstico temprano y la terapia ajustada a nuevos biomarcadores desarrollados. Aunque los 

cambios metabólicos detectados tras la terapia con AADs parecen relacionarse con la mejoría 

de la cirrosis y la inflamación [175, 266], existen evidencias que sugieren que la alteración del 

metabolismo lipídico y la esteatosis persiste después de la erradicación viral [267]. Por tanto, 

todavía se desconoce si permanece una “cicatriz” metabólica tras la curación virológica, si 

existe una predisposición genética a su aparición, la posible extensión y duración de la misma, 

así como sus implicaciones clínicas. Por último, la posible “cicatriz” epigenética está siendo 

objeto de numerosos estudios en la actualidad, dada la desregulación observada tras la cura 

[268]. 

 

Limitaciones 

Los trabajos aquí incluidos tienen algunas limitaciones que es necesario reseñar.  

En primer lugar, debido a la naturaleza del diseño transversal, es imposible establecer una 

verdadera relación de causa y efecto. Se requieren más estudios y datos longitudinales que 

describan el curso de la enfermedad a lo largo del tiempo para profundizar en el significado 

biológico de estos hallazgos. Como se ha comentado con anterioridad, parece que, tras el 
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tratamiento con AADs, se produce una mejoría a nivel tanto de los marcadores de inflamación 

como metabólicos, pero se necesita explorar con más profundidad estos aspectos, así como sus 

posibles implicaciones clínicas. 

En segundo lugar, partimos de un tamaño de muestra limitado, lo que puede afectar el poder 

estadístico para detectar diferencias menores entre los grupos y, por tanto, nuestra capacidad 

para encontrar diferencias significativas. A su vez, este tamaño limitado puede aumentar la tasa 

de falsos positivos, pese a que los resultados fueron corregidos para comparaciones múltiples. 

Además, la generalización de los hallazgos en distintos pacientes puede estar limitada, porque 

los pacientes incluidos en cada estudio cumplen una serie de criterios, que pueden haber 

introducido un sesgo de selección. 

En tercer lugar, no dispusimos de datos de biopsia hepática, considerada el estándar de oro, 

para evaluar el grado de fibrosis. Sin embargo, la biopsia presenta varios inconvenientes al ser 

un procedimiento invasivo, con complicaciones derivadas y posibles errores de muestreo [269, 

270].  Por otro lado, la elastografía de transición está bien validada en pacientes coinfectados 

por VHC/VIH para la medición de la rigidez hepática y puede considerarse el estándar no 

invasivo [271], incluso para controlar la regresión de la fibrosis después de la curación [272]. 

En cuarto lugar, el estándar de oro para el diagnóstico de HPCS es la medición del GPVH, 

como se refleja en el Consenso de Baveno VII. Por tanto, los estudios dirigidos a discriminar 

entre la aparición de HPCS o no deberían compararse con el GPVH. La escasez de datos en 

nuestro estudio impidió su evaluación (datos disponibles en solo 15 pacientes de la cohorte 

ESCORIAL, 5 de ellos con valores de GPVH ≤ 10 mmHg). Sin embargo, Baveno VII también 

apunta a una definición pragmática de cACLD basada en la elastografía de transición, 

considerando que las pruebas no invasivas son suficientemente precisas para identificar la 

HPCS en la práctica clínica [62]. Si bien la comparación con datos de GPVH habría reforzado 

nuestros hallazgos, la comparación con los datos de LSM puede ser más robusta cuando se 

aplica directamente a los entornos clínicos, particularmente en aquellos contextos donde una 

medición invasiva como la del GPVH no se puede realizar de forma rutinaria. 

Por último, el enriquecimiento para especies poliadeniladas en nuestra preparación de las 

muestras para el estudio transcriptómico impidió la evaluación de ARNs no codificantes, ARNs 

largos no codificantes con extremo 3' no canónico, pre-ARNm y ARNs pequeños, que se han 

visto asociados con la fibrosis hepática [273]. En este contexto, se ha sugerido la desregulación 

de la poliadenilación del ARN en el contexto de la enfermedad hepática grasa asociada a la 
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disfunción metabólica [274]. Actualmente no se sabe si esto puede afectar al análisis de las 

muestras de pacientes coinfectados por VHC/VIH. Un enfoque diferente y complementario 

puede ayudar a llenar los vacíos en nuestra comprensión de la transcriptómica de la fibrosis 

hepática. Finalmente, como se ha comentado previamente, nuestros hallazgos en CMSPs 

pueden reflejar solo parcialmente lo que está sucediendo en el hígado. 
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1) Los pacientes con cirrosis avanzada monoinfectados por el VHC y los coinfectados por 

VHC/VIH no presentan grandes diferencias a nivel de biomarcadores plasmáticos 

relacionados con la inflamación, disfunción endotelial, coagulopatía y angiogénesis. 

2) Los marcadores inflamatorios (IP-10, IL-8, IL-6 y OPG), de disfunción endotelial 

(sVCAM-1, sICAM-1), y de riesgo trombótico como el dímero D, se encuentran más 

elevados en aquellos pacientes con una cirrosis más severa. 

3) La combinación de dos biomarcadores inflamatorios (IL-6 e IP-10) puede distinguir 

aquellos pacientes con cirrosis descompensada (CTP B o C) de aquellos en estadio de 

cirrosis compensada (CTP A), pudiendo contribuir a una clasificación adecuada de estos 

pacientes. 

4) Los pacientes monoinfectados por el VHC y los coinfectados por VHC/VIH presentan la 

misma tendencia en las alteraciones metabólicas, con ligeras diferencias en la intensidad de 

éstas. 

5) La cirrosis avanzada en pacientes monoinfectados por el VHC y coinfectados por VHC/VIH 

se asocia con una alteración del perfil metabolómico plasmático. Por un lado, los ácidos 

grasos, los ácidos biliares, los aminoácidos aromáticos y azufrados, los derivados del 

butirato, los fosfolípidos oxidados, y aquellos metabolitos relacionados con la energía y los 

relacionados con la fermentación bacteriana aumentan a medida que progresa la cirrosis. 

Por el contrario, las LPC y LPE, los aminoácidos de cadena ramificada y los metabolitos 

del ciclo del ácido tricarboxílico, entre otros, disminuyen en cirrosis más avanzadas. 

6) La combinación de los metabolitos ácido glicólico, LPC (16: 0) y ácido taurocólico permite 

discriminar, también, a los pacientes con cirrosis descompensada (CTP ≥ 7), con un buen 

rendimiento. 

7) La firma de expresión génica de pacientes coinfectados por VHC/VIH con cirrosis avanzada 

y con alto riesgo para el desarrollo de HPCS (≥ 25 kPa) comprende 60 transcritos 

diferencialmente expresados (38 sobreexpresados y 22 infraexpresados) que, además, 

tienen una excelente capacidad discriminatoria. 

8) Dos de los transcritos (STAG3L2 y MDK) presentan buena capacidad discriminatoria para 

distinguir individualmente pacientes con alto riesgo para el desarrollo de HPCS (≥ 25 kPa), 

habiendo sido validados en una cohorte independiente.
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Supplementary Table 2. Association between values of plasma biomarkers (fluorescence 
intensity, arbitrary units) and Child-Pugh-Turcotte (CTP) score in patients with advanced HCV-
related cirrhosis. 
 
 All patients 

 Unadjusted GLM Adjusted GLM 

  AMR (95%CI) p-value q-value AMR (95%CI) p-value q-value 
Bacterial translocation       

LPS (EU/ml) 0.93 (0.82; 1.06) 0.261 0.375 0.93 (0.83; 1.04) 0.217 0.382 
LBP (µg/ml) 1.02 (0.87; 1.19) 0.840 0.840 1.04 (0.9; 1.19) 0.622 0.760 
sCD14 (µg/ml) 1.12 (0.96; 1.3) 0.159 0.261 1.04 (0.89; 1.21) 0.652 0.760 
FABP-2 (ng/ml) 1.03 (0.97; 1.08) 0.339 0.459 1 (0.95; 1.06) 0.953 0.953 

Inflammatory response       
IP-10 (a.u.) 1.12 (1.04; 1.21) 0.004 0.020 1.09 (1.02; 1.17) 0.017 0.044 
MCP-1 (a.u.) 1.04 (0.95; 1.13) 0.435 0.553 1.03 (0.95; 1.11) 0.518 0.726 
IL-8 (a.u.) 1.17 (1.05; 1.31) 0.006 0.022 1.2 (1.08; 1.33) 0.001 0.005 
IL-1β (a.u.) 1.12 (1.02; 1.23) 0.024 0.061 1.07 (0.97; 1.17) 0.167 0.351 
IL-18 (a.u.) 1.02 (0.94; 1.1) 0.641 0.702 1.03 (0.96; 1.11) 0.442 0.664 
IL-6 (a.u.) 1.21 (1.13; 1.3) <0.001 <0.001 1.19 (1.11; 1.27) <0.001 <0.001 
TNF-α (a.u.) 1.11 (0.99; 1.24) 0.079 0.140 1.07 (0.96; 1.19) 0.218 0.382 
IL-1RA (a.u.) 1.12 (1.01; 1.25) 0.037 0.078 1.13 (1.03; 1.24) 0.011 0.033 
sRANKL (a.u.) 1.14 (1.01; 1.29) 0.031 0.071 1.06 (0.94; 1.19) 0.353 0.570 
OPG (a.u.) 1.19 (1.07; 1.32) 0.002 0.013 1.19 (1.08; 1.31) <0.001 0.003 

Endothelial dysfunction       
sVCAM-1 (a.u.) 1.49 (1.09; 2.02) 0.012 0.040 1.55 (1.18; 2.05) 0.002 0.006 
sICAM-1 (a.u.) 1.22 (1.11; 1.34) <0.001 <0.001 1.23 (1.13; 1.33) <0.001 <0.001 
TNFR-I (a.u.) 1.11 (1.01; 1.24) 0.049 0.095 1.16 (1.06; 1.28) 0.002 0.006 

Coagulopathy       
PAI-1 (a.u.) 1.01 (0.9; 1.14) 0.833 0.840 1 (0.91; 1.11) 0.935 0.953 
D-dimer (a.u.) 1.08 (1.02; 1.13) 0.004 0.020 1.05 (1; 1.1) 0.044 0.102 

 
Angiogenesis/Fibrosis 

 
     

VEGF-A (a.u.) 1.05 (0.93; 1.19) 0.457 0.553 1.03 (0.92; 1.15) 0.583 0.760 
VEGF-R1 (a.u.) 1.07 (0.97; 1.19) 0.174 0.266 1.01 (0.91; 1.11) 0.921 0.953 
 
  

 
     

 HCV-infected patients 

 Unadjusted GLM Adjusted GLM 

  AMR (95%CI) p-value q-value AMR (95%CI) p-value q-value 
Bacterial translocation       

LPS (EU/ml) 1.07 (0.72; 1.58) 0.743 0.790 0.9 (0.61; 1.33) 0.588 0.650 
LBP (µg/ml) 0.74 (0.46; 1.21) 0.231 0.348 0.61 (0.4; 0.94) 0.025 0.074 
sCD14 (µg/ml) 1.45 (0.95; 2.19) 0.083 0.235 1.33 (0.91; 1.95) 0.138 0.291 
FABP-2 (ng/ml) 1.03 (0.86; 1.22) 0.780 0.790 1.09 (0.93; 1.27) 0.286 0.427 

Inflammatory response       
IP-10 (a.u.) 1.3 (1.08; 1.56) 0.005 0.015 1.21 (1.02; 1.44) 0.031 0.082 
MCP-1 (a.u.) 1.12 (0.94; 1.34) 0.207 0.341 1.08 (0.92; 1.27) 0.359 0.471 
IL-8 (a.u.) 1.53 (1.27; 1.84) <0.001 <0.001 1.46 (1.21; 1.76) <0.001 0.001 
IL-1β (a.u.) 1.1 (0.95; 1.27) 0.185 0.327 1.05 (0.91; 1.21) 0.501 0.619 
IL-18 (a.u.) 1.06 (0.86; 1.3) 0.617 0.709 0.99 (0.82; 1.2) 0.929 0.929 
IL-6 (a.u.) 1.28 (1.11; 1.48) 0.001 0.004 1.29 (1.12; 1.49) <0.001 0.002 
TNF-α (a.u.) 1.13 (0.9; 1.4) 0.293 0.375 1.12 (0.92; 1.35) 0.256 0.413 
IL-1RA (a.u.) 1.3 (0.94; 1.79) 0.112 0.235 1.2 (0.89; 1.61) 0.229 0.401 
sRANKL (a.u.) 1.12 (0.92; 1.37) 0.275 0.373 1.03 (0.85; 1.24) 0.786 0.825 
OPG (a.u.) 1.49 (1.23; 1.8) <0.001 <0.001 1.46 (1.19; 1.8) <0.001 0.001 

Endothelial dysfunction       
sVCAM-1 (a.u.) 2.9 (1.45; 5.8) 0.003 0.010 3.87 (2.07; 7.24) <0.001 <0.001 
sICAM-1 (a.u.) 1.42 (1.21; 1.67) <0.001 <0.001 1.42 (1.22; 1.67) <0.001 <0.001 
TNFR-I (a.u.) 1.52 (1.18; 1.96) 0.001 0.006 1.46 (1.18; 1.81) 0.001 0.002 
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Coagulopathy       
PAI-1 (a.u.) 0.88 (0.58; 1.32) 0.519 0.629 0.83 (0.57; 1.19) 0.305 0.427 
D-dimer (a.u.) 1.11 (0.98; 1.26) 0.105 0.235 1.09 (0.97; 1.22) 0.131 0.291 

Angiogenesis/Fibrosis       
VEGF-A (a.u.) 1.28 (0.96; 1.7) 0.096 0.235 1.19 (0.92; 1.56) 0.190 0.363 
VEGF-R1 (a.u.) 1.14 (0.95; 1.36) 0.167 0.320 1.05 (0.88; 1.24) 0.586 0.650 

 
 

 
 

 
    

 HIV/HCV-coinfected patients 

 Unadjusted GLM Adjusted GLM 

  AMR (95%CI) p-value q-value AMR (95%CI) p-value q-value 
Bacterial translocation       

LPS (EU/ml) 0.91 (0.82; 1.02) 0.102 0.407 0.91 (0.82; 1.01) 0.085 0.340 
LBP (µg/ml) 1.12 (0.97; 1.28) 0.114 0.407 1.12 (0.98; 1.28) 0.097 0.340 
sCD14 (µg/ml) 0.96 (0.82; 1.12) 0.610 0.739 0.98 (0.84; 1.14) 0.806 0.846 
FABP-2 (ng/ml) 1 (0.95; 1.05) 0.884 0.924 1 (0.95; 1.05) 0.969 0.969 

Inflammatory response       
IP-10 (a.u.) 1.06 (0.98; 1.15) 0.124 0.407 1.06 (0.98; 1.14) 0.157 0.375 
MCP-1 (a.u.) 1.02 (0.93; 1.11) 0.698 0.803 1.02 (0.93; 1.11) 0.708 0.802 
IL-8 (a.u.) 1.06 (0.94; 1.19) 0.340 0.653 1.12 (0.99; 1.26) 0.075 0.340 
IL-1β (a.u.) 1.06 (0.91; 1.24) 0.451 0.692 1.07 (0.92; 1.23) 0.400 0.581 
IL-18 (a.u.) 1.02 (0.95; 1.1) 0.572 0.730 1.02 (0.95; 1.1) 0.547 0.718 
IL-6 (a.u.) 1.16 (1.08; 1.24) <0.001 0.002 1.15 (1.07; 1.24) <0.001 0.007 
TNF-α (a.u.) 1.05 (0.92; 1.19) 0.500 0.718 1.08 (0.95; 1.22) 0.233 0.464 
IL-1RA (a.u.) 1.1 (1.01; 1.21) 0.046 0.353 1.11 (1.01; 1.22) 0.026 0.179 
sRANKL (a.u.) 1.07 (0.91; 1.26) 0.420 0.692 1.13 (0.96; 1.33) 0.141 0.375 
OPG (a.u.) 1.07 (0.95; 1.19) 0.257 0.565 1.06 (0.95; 1.18) 0.311 0.545 

Endothelial dysfunction       
sVCAM-1 (a.u.) 1.2 (0.88; 1.63) 0.240 0.565 1.19 (0.89; 1.61) 0.243 0.464 
sICAM-1 (a.u.) 1.16 (1.05; 1.28) 0.004 0.047 1.18 (1.07; 1.3) 0.001 0.007 
TNFR-I (a.u.) 1.06 (0.96; 1.17) 0.270 0.565 1.05 (0.95; 1.16) 0.339 0.547 

Coagulopathy       
PAI-1 (a.u.) 1.03 (0.93; 1.14) 0.564 0.730 1.02 (0.93; 1.13) 0.669 0.802 
D-dimer (a.u.) 1.05 (0.99; 1.1) 0.078 0.407 1.04 (0.99; 1.09) 0.161 0.375 

Angiogenesis/Fibrosis       
VEGF-A (a.u.) 0.99 (0.88; 1.11) 0.846 0.924 0.98 (0.87; 1.1) 0.726 0.802 
VEGF-R1 (a.u.) 0.95 (0.84; 1.08) 0.450 0.692 0.95 (0.84; 1.07) 0.415 0.581 

 
	
Statistics: Values expressed as arithmetic mean ratio (aAMR) and 95% of confidence interval 
(95%CI). P-values were calculated by GLM models unadjusted and adjusted by the main 
clinical and epidemiological characteristics (see statistical analysis section). P-values, raw p-
values; q-values, p-values corrected for multiple testing using the false discovery rate (FDR) 
with Benjamini and Hochberg procedure. The statistically significant differences are shown in 
bold. 
Abbreviations: HCV, hepatitis C virus; -1, human immunodeficiency virus type 1; a.u., 
arbitrary units of fluorescence; sCD14, soluble CD14; LPS, lipopolysaccharide; FABP2, fatty 
acid-binding protein 2; LBP, lipopolysaccharide binding protein; IL, interleukin; IL-1RA, 
interleukin-1 receptor antagonist; TNF-α, tumor necrosis factor alpha; IP-10, IFN-γ-inducible 
protein 10; MCP1, monocyte chemoattractant protein-1; OPG, osteoprotegerin; sRANKL, 
soluble receptor activator of nuclear factor- kappaB ligand; sVCAM-1, soluble vascular cell 
adhesion molecule 1; sICAM-1, soluble intercellular cell adhesion molecule 1; sTNF-R1, 
soluble tumor necrosis factor receptor 1; PAI-1, plasminogen activator inhibitor-1; VEGF-A; 
vascular endothelial growth factor A; sVEGF-R1, soluble receptors for vascular endothelial 
growth factor.
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Apéndice B: Información suplementaria - Plasma metabolomic fingerprint 

of advanced cirrhosis stages among HIV/HCV-coinfected and HCV-

monoinfected patients [111] 

 

Additional File 1: Additional description of methods section. 

Reagents and standards for metabolomics  

They have been used: acetonitrile (LC-MS grade, Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany), formic 

acid (FA) (MS grade, Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany), MilliQ® water (Millipore, 

Billerica, MA, USA), heptane (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany), methylterbutyleter 

(MTBE) (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany), pyridine (Sigma-Aldrich, Steinheim, 

Germany), O-methoxyamine hydrochloride (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) and N,O-

bis(trimethylsilyl) trifluoroacetamide (BSTFA) plus 1 % trimethylchlorosilane (TMCS) (Pierce 

Chemical Co, Rockford, IL, USA). Stearic acid methyl ester (C18:0 methyl ester) (Sigma-

Aldrich, Steinheim, Germany) was used as internal standard for GC-MS. For reference masses 

purine, hexakis(1H,1H,3H-tetrafluoropropoxy)phosphazine (HP) and ammonium 

trifluoroacetate (TFA(NH4)) from Agilent (API-TOF reference mass solution kit) were used in 

LC-MS. In GC-MS, a FAME mix (fatty acid methyl esters, e.g. caprylic acid, capric acid, lauric 

acid, tridecanoic acid, myristic acid, myristoleic acid, pentadecanoic acid, palmitic acid, 

palmitoleic acid, heptadecanoid acid, stearic acid, elaidic acid, oleic acid, linoleic acid, 

arachidic acid, cis-11-eicosenoic acid, linolenic acid, behenic acid and erucic acid) was 

purchased from Supelco (Bellefonte, PA, USA). 

Sample preparation for metabolomics analysis 

In the day of the analysis, for GC-MS 100 µL of the corresponding methanolic aliquots were 

evaporated to dryness using a Speedvac Concentrator, followed by the addition of 10 μL of O-

methoxyamine hydrochloride (15 mg/mL) in pyridine for methoximation. After gently 

vortexing, the vials were incubated in darkness at room temperature for 16 hours. Then, 10 μL 

of BSTFA with 1 % TMCS (v/v) were added and samples were vortexed for 5 min, silylation 

was carried out for 1 h at 70°C and finally 100 μL of C18:0 methyl ester (10 mg/L in heptane) 

were added as an internal standard and samples were mixed again by gently vortex. Six blank 

samples were prepared by the same procedure of extraction and derivatization. For LC-MS, 500 

µL of MTBE were added to the samples to enhance the extraction of the lipophilic compounds. 
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After gently vortexing (TissueLyser LT, 50 Hz, 10 min) and centrifugation (16000 g, 20 min, 

4°C), the resulting supernatants were filtered through 0.22 µm nylon syringe filters and 

transferred into an analytical vial for their analysis.  

Quality controls (QCs) samples are required at the beginning of the sequence to stabilize the 

system and throughout the analytical runs at periodic intervals of time to monitor variations in 

signal across the time. For these reasons, individual QC samples were prepared independently 

for each analytical platform by pooling and mixing equal volumes of each corresponding 

sample. After gently vortex, the mixes were transferred to analytical vials. 

 

GC-EI-Q-MS fingerprinting (for using FiehnLib [275] and NIST 14 libraries)  

GC system (Agilent Technologies 7890A) consisted in an autosampler (Agilent Technologies 

7693) and an inert mass selective detector (MSD) with Quadrupole (Agilent Technologies 

5975). Two μL of the derivatized sample were injected through a GC-Column DB5-MS (30 m 

length, 0.25 mm internal diameter, 0.25 μm film 95% dimethylpolysiloxane/5% 

diphenylpolysiloxane) with a pre-column (10 m J&W integrated with Agilent 122-5532G). The 

flow rate of the helium carrier gas was set at 1 mL/min and the injector temperature 250°C. The 

split ratio was 1:10 flow into a Restek 20782 deactivated glass-wool split liner. The temperature 

gradient was programmed at 60°C (held for 1 min), with a ramping increase rate of 10 °C/min 

up to 325°C. Finally, it was cooled down for 10 min before the next injection. The total analysis 

time was 37.5 min. The detector transfer line, filament source and quadrupole temperature were 

respectively set at 290°C, 230°C and 150°C. The electron ionization (EI) source was placed at 

70 eV. The mass spectrometer operated in scan mode over a mass range of m/z 50–600 at a rate 

of 2 spectra per second. The method was retention time locked at 19.663 minutes (elution time 

of the internal standard). The analytical run was set up starting with the injection of C18:0 

methyl ester (10 mg/L in heptane) and FAME mix (0.1 mg/mL in CH2Cl2) followed by four 

blanks, five QCs and then samples were analysed in a randomised order, where other QCs were 

injected between blocks of ten samples until the end of the run that terminated with the injection 

of the four blanks. 

 

LC-ESI-QTOF-MS fingerprinting  

The metabolic profile was achieved using a liquid chromatography system consisting of a 

degasser, a binary pump, and an autosampler (1290 infinity II, Agilent). Samples (0.5 µL) were 
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applied to a reversed-phase column (Zorbax Extend C18 50 x 2.1 mm, 1.8 µm; Agilent), which 

was maintained at 60°C during the analysis. The system was operated at a flow rate of 0.6 

mL/min with solvent A (H2O containing 0.1% FA) and solvent B (acetonitrile containing 0.1% 

FA). The gradient was 5% B (0–1 min), 5 to 80% B (1–7 min), 80 to 100% B (7–11.5 min), 

and 100 to 5% B (11.5–12 min). The system was finally held at 5% B for 3 min to re-equilibrate 

the system (15 min of total analysis time). Data were collected in positive and negative 

electrospray ionization (ESI) modes in separate runs using QTOF (Agilent 6550 iFunnel). The 

analyses were performed in both positive and negative ion modes in full-scan from m/z 50 to 

1000. The capillary voltage was 3000 V and the nozzle voltage was 1000 V with a scan rate of 

1.0 spectrum per second. The gas temperature was 250°C, the drying gas flow was 12 L/min, 

the nebulizer was 52 psi, the sheath gas temperature 370°C and the sheath gas flow 11 L/min. 

For positive mode, the MS-TOF parameters were as follows: fragmentor 175 V and octopole 

radio frequency voltage 750 V. For negative mode, the MS-TOF parameters included the 

following: fragmentor 250 V and octopole radio frequency voltage 750 V. During the analyses, 

two reference masses were used: 121.0509 (purine, detected m/z [C5H4N4+H]+) and 922.0098 

(HP, detected m/z [C18H18O6N3P3F24+H]+) in positive mode and 112.9855 (TFA(NH4), detected 

m/z [C2O2F3(NH4)-H]-) and 966.0007 (HP+FA, detected m/z [C18H18O6N3P3F24+FA-H]-) in 

negative mode. The references were continuously infused into the system, enabling constant 

mass correction. Samples were analyzed in randomized runs, during which they were incubated 

in an autosampler at 4°C. The analytical runs for both polarities were set up starting with the 

analysis of ten QCs followed by the samples; a QC sample was injected between blocks of ten 

samples until the end of the run. 

 

Quality assurance  

After data reprocessing, the metabolic features were subsequently filtered. For GC-MS, 82 

metabolites were detected. After filtering for a relative standard deviation (RSD) <40 and 

presence in at least 60% of the samples in each experimental group, 68 metabolites were 

selected for statistical analysis. For LC-MS, a normalization over the analysis time (injection 

order) was carried [276]. The detected features were 347 and 335 for ESI+ and ESI-, 

respectively. Out of them, 261 and 210 features fulfilled a value of RSD <40, of which 13 and 

2 features had not presence in more than 60% of samples in each group, and were discarded. 

Finally, 248 and 208 features were statistically analyzed for ESI+ and ESI-, respectively. 
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Metabolite identification 

The significant metabolites were identified. In GC-MS the identification was done based on 

FiehnLib [275] and NIST 14 libraries. In LC-MS the list of accurate masses was searched using 

the CEU Mass Mediator search tool (http://ceumass.eps.uspceu.es/; error ± 5 ppm) to obtain 

tentative identifications. Each of them was manually curated based on their MS adducts [277]. 

In the cases that it was applicable, the elution order was also considered to discard spurious 

identifications. Eventually the biological role of each compound was evaluated and unrelated 

identifications such as pesticides, drugs or not possible chemicals structures were excluded. 

The metabolites are reported in agreement with the criteria of the Metabolomics Standards 

Initiative [278, 279] with a confidence level grade 2 (putatively annotated compounds), which 

certitude is increased after manual curation of the final list.
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Apéndices 

B‐12 

Additional File 9. Summary of the highest variable importance in projection (VIP) scores for 
the multivariate analysis of metabolites according to the CTP score. Statistics: Partial least 
squares discriminant analysis (PLS-DA) was used to calculate the VIP score for each of the 
metabolites. The VIP score measures the variable's importance and allows ranking of the 
metabolites according to their importance. Abbreviations: GC-MS, gas chromatography–mass 
spectrometry; LC-MS, and liquid chromatography–mass spectrometry; ESI, electrospray 
ionization; PC, phosphatidylcholine; LPC, lysophosphatidylcholine; LPE, 
lysophosphatidylethanolamine; VIP, variable importance in projection. 

GC-MS 
Metabolites VIP score 
Glycolic acid 2.2855 
2-Ketoisocaproic acid 1.6336 
2-Hydroxy-3-methylbutyric acid 1.5122 
Palmitoleic acid 1.4778 
Oleic acid 1.4708 
Methionine 1.4646 
Palmitic acid 1.4551 
2.3-Butanediol 1.4459 
2-Hydroxybutyric acid 1.3753 
Tyrosine 1.3550 
Threonic acid 1.2964 
Stearic acid 1.2279 
Glycerol 1.1796 
3-Hydroxybutyric acid 1.1705 
N-2-hydroxyethyliminodiacetic acid 1.1661 
Aminomalonic acid 1.1417 
Lauric acid 1.1333 
Succinic acid 1.1205 
p-Cresol 1.0294 
5-Oxoproline (pyroglutamic acid) 1.0063 

 
LC-MS ESI+ 

Metabolites VIP score 
Carnitine 2.3015 
LPC(16:0) 2.2998 
LPC(20:4) 1.9704 
LPC(18:0) 1.9362 
LPE(22:6) 1.8365 
LPC(20:3) 1.7856 
LPC(22:6) 1.6811 
PC(16:0/9:0(CHO)) 1.6452 
Acetylcarnitine 1.6136 
2-amino-3-methylbutanol/Neurine 1.1557 
LPC(16:1) 1.0196 
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Apéndice C: Resumen gráfico - PBMCs gene expression signature of 

advanced cirrhosis with high risk for clinically significant portal 

hypertension in HIV/HCV coinfected patients: A cross-control study [112] 
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Apéndice D: Información suplementaria - PBMCs gene expression signature 

of advanced cirrhosis with high risk for clinically significant portal 

hypertension in HIV/HCV coinfected patients: A cross-control study [112] 

 
Supplementary Table 1. Unadjusted differences between LSM strata (<12.5 kPa vs. ≥25 kPa) 
in transcript expressions (counts) in peripheral blood mononuclear cells from HIV/HCV-
coinfected individuals. 
 
 

 LSM strata (<12.5 kPa vs. ≥25 kPa) 
Gene symbol FC Log2 (FC) p-value * q-value ** 
AD000090.1 0.29 -1.79 ≤0.001 0.014 
TMSB10P1 0.41 -1.29 ≤0.001 0.014 
RPL10AP2 0.44 -1.17 ≤0.001 0.033 
AC005019.1 0.45 -1.17 ≤0.001 0.018 
TPT1P9 0.54 -0.88 ≤0.001 0.025 
RPL3P4 0.54 -0.89 ≤0.001 0.030 
MIR7111 0.55 -0.86 ≤0.001 0.020 
NACA3P 0.56 -0.85 0.001 0.048 
EEF1A1P4 0.57 -0.80 ≤0.001 0.020 
EEF1A1P6 0.57 -0.82 ≤0.001 0.026 
EEF1A1P12 0.58 -0.77 ≤0.001 0.035 
THTPA 0.60 -0.74 ≤0.001 0.013 
EEF1A1P1 0.60 -0.75 ≤0.001 0.014 
AC016586.1 0.60 -0.74 ≤0.001 0.032 
AL391244.2 0.60 -0.74 0.001 0.045 
ZFHX2-AS1 0.61 -0.70 ≤0.001 0.004 
RPL23AP74 0.61 -0.72 ≤0.001 0.032 
PABPC3 0.61 -0.72 0.001 0.041 
MDK 0.63 -0.68 ≤0.001 0.020 
STAG3L2 0.64 -0.64 ≤0.001 0.014 
JMJD7-PLA2G4B 0.65 -0.63 ≤0.001 0.018 
RPL4P4 0.65 -0.61 ≤0.001 0.031 
GTF2A1 1.50 0.59 ≤0.001 0.018 
SDCBP 1.51 0.59 0.001 0.039 
FAM174A 1.51 0.59 0.001 0.041 
SLC16A7 1.51 0.60 0.001 0.041 
PGRMC2 1.51 0.59 0.001 0.041 
NXT2 1.52 0.61 ≤0.001 0.013 
SCAMP1 1.53 0.62 ≤0.001 0.004 
TENT5C 1.53 0.62 ≤0.001 0.032 
ARL15 1.53 0.61 0.001 0.043 
EMB 1.54 0.62 ≤0.001 0.012 
MMD 1.55 0.64 ≤0.001 0.014 
IER3IP1 1.55 0.63 ≤0.001 0.014 
SLC39A8 1.55 0.63 ≤0.001 0.021 
NDUFC2 1.55 0.63 ≤0.001 0.023 
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AC000123.3 1.55 0.63 ≤0.001 0.031 
EEF1E1 1.55 0.64 ≤0.001 0.037 
ABHD17B 1.56 0.64 ≤0.001 0.004 
CASD1 1.56 0.64 ≤0.001 0.037 
FBXO5 1.58 0.66 ≤0.001 0.019 
NUDT15 1.58 0.66 ≤0.001 0.026 
ZNF680 1.58 0.66 0.001 0.045 
EIF5A2 1.60 0.67 ≤0.001 0.011 
GPR146 1.60 0.67 0.001 0.047 
TMEM64 1.61 0.68 ≤0.001 0.011 
AC145207.5 1.67 0.74 ≤0.001 0.030 
AC244090.1 1.70 0.77 0.001 0.044 
Z99129.4 1.71 0.77 ≤0.001 0.018 
AC090198.1 1.77 0.82 ≤0.001 0.032 
PDE4D 1.81 0.86 ≤0.001 0.015 
AREG 1.81 0.85 0.001 0.047 
AC093827.1 1.93 0.95 ≤0.001 0.029 
EMBP1 1.93 0.95 0.001 0.047 
AL391834.2 1.95 0.97 ≤0.001 0.037 
HDGFL3 1.96 0.97 ≤0.001 0.017 
AC126474.2 2.02 1.02 ≤0.001 0.011 
AC115223.1 2.06 1.04 0.001 0.045 
FP565260.6 2.12 1.08 ≤0.001 0.019 
DLL1 2.18 1.12 ≤0.001 0.019 

 
 
Statistics: Values are expressed as fold-change (FC) and its log2. (*), raw p-values. (**), p-
values corrected for multiple testing using the false discovery rate (FDR) with Benjamini and 
Hochberg procedure (q-values). 
Abbreviations. HCV, hepatitis C virus; HIV, human immunodeficiency virus; LSM, liver 
stiffness measure. 
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Supplementary Table 2. Unadjusted association between transcript expressions (counts) in 
peripheral blood mononuclear cells and LSM values (kPa) from all HIV/HCV-coinfected 
individuals. 
 
 

Gene symbol AMR 95%CI p-value * q-value ** 
AD000090.1 0.95 0.93; 0.97 ≤0.001 ≤0.001 
TMSB10P1 0.97 0.96; 0.98 ≤0.001 ≤0.001 
RPL10AP2 0.97 0.96; 0.99 0.002 0.003 
AC005019.1 0.97 0.96; 0.99 0.001 0.001 
TPT1P9 0.98 0.97; 0.99 ≤0.001 ≤0.001 
RPL3P4 0.98 0.97; 0.99 ≤0.001 0.001 
MIR7111 0.98 0.97; 0.99 0.002 0.003 
NACA3P 0.98 0.97; 0.99 ≤0.001 0.001 
EEF1A1P4 0.98 0.97; 0.99 0.001 0.002 
EEF1A1P6 0.98 0.97; 0.99 ≤0.001 0.001 
EEF1A1P12 0.98 0.97; 0.99 0.001 0.002 
THTPA 0.98 0.98; 0.99 ≤0.001 ≤0.001 
EEF1A1P1 0.98 0.97; 0.99 ≤0.001 ≤0.001 
AC016586.1 0.98 0.97; 0.99 0.005 0.006 
AL391244.2 0.99 0.98; 1 0.012 0.013 
ZFHX2-AS1 0.98 0.98; 0.99 ≤0.001 ≤0.001 
RPL23AP74 0.98 0.97; 0.99 ≤0.001 0.001 
PABPC3 0.98 0.97; 0.99 ≤0.001 0.001 
MDK 0.98 0.98; 0.99 ≤0.001 0.001 
STAG3L2 0.99 0.98; 0.99 ≤0.001 0.001 
JMJD7-PLA2G4B 0.99 0.98; 0.99 ≤0.001 0.001 
RPL4P4 0.99 0.98; 0.99 ≤0.001 0.001 
GTF2A1 1.01 1.01; 1.02 ≤0.001 ≤0.001 
SDCBP 1.01 1; 1.02 0.005 0.005 
FAM174A 1.01 1; 1.02 0.002 0.003 
SLC16A7 1.01 1; 1.02 0.003 0.003 
PGRMC2 1.01 1; 1.02 0.004 0.005 
NXT2 1.01 1; 1.01 ≤0.001 0.001 
SCAMP1 1.01 1.01; 1.02 ≤0.001 ≤0.001 
TENT5C 1.01 1.01; 1.02 0.001 0.002 
ARL15 1.01 1.01; 1.02 ≤0.001 0.001 
EMB 1.01 1.01; 1.02 ≤0.001 ≤0.001 
MMD 1.01 1.01; 1.02 ≤0.001 ≤0.001 
IER3IP1 1.01 1; 1.02 0.003 0.003 
SLC39A8 1.01 1; 1.02 0.002 0.003 
NDUFC2 1.01 1; 1.02 0.005 0.005 
AC000123.3 1.01 1.01; 1.02 ≤0.001 0.001 
EEF1E1 1.01 1; 1.02 0.002 0.003 
ABHD17B 1.01 1.01; 1.02 ≤0.001 ≤0.001 
CASD1 1.01 1.01; 1.02 ≤0.001 0.001 
FBXO5 1.01 1; 1.02 0.002 0.003 
NUDT15 1.01 1; 1.02 0.003 0.004 
ZNF680 1.01 1.01; 1.02 0.001 0.001 
EIF5A2 1.01 1.01; 1.02 ≤0.001 ≤0.001 
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GPR146 1.01 1.01; 1.02 ≤0.001 ≤0.001 
TMEM64 1.01 1.01; 1.02 ≤0.001 0.001 
AC145207.5 1.01 1.01; 1.02 ≤0.001 0.001 
AC244090.1 1.01 1; 1.02 0.018 0.018 
Z99129.4 1.01 1.01; 1.02 ≤0.001 0.001 
AC090198.1 1.02 1.01; 1.02 ≤0.001 0.001 
PDE4D 1.01 1; 1.02 0.003 0.003 
AREG 1.01 1; 1.03 0.034 0.034 
AC093827.1 1.01 1; 1.02 0.015 0.015 
EMBP1 1.02 1.01; 1.03 ≤0.001 0.001 
AL391834.2 1.01 1.01; 1.02 0.002 0.003 
HDGFL3 1.02 1.01; 1.03 0.001 0.002 
AC126474.2 1.02 1.01; 1.02 ≤0.001 ≤0.001 
AC115223.1 1.01 1; 1.02 0.007 0.008 
FP565260.6 1.01 1.01; 1.02 0.002 0.003 
DLL1 1.02 1.01; 1.03 ≤0.001 ≤0.001 

 
	
Statistics: Values are expressed as the arithmetic mean ratio (AMR) and 95% confidence 
interval (95%CI). (*), raw p-values. (**), p-values corrected for multiple testing using the false 
discovery rate (FDR) with Benjamini and Hochberg procedure (q-values). 
Abbreviations. HCV, hepatitis C virus; HIV, human immunodeficiency virus; LSM, liver 
stiffness measure. 
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Supplementary Figure 1. Relationship between the expression values (normalized mRNA 
counts) of 60 significantly differentially expressed (SDE) transcripts measured in peripheral 
blood mononuclear cells (PBMCs) and liver stiffness measurement (LSM) values in HIV/HCV-
coinfected patients. Transcripts are alphabetically sorted, showing those positively associated 
with LSM values, followed by transcripts with inverse association with LSM values. 
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Supplementary Figure 1 (continued). Relationship between the expression values 
(normalized mRNA counts) of 60 significantly differentially expressed (SDE) transcripts 
measured in peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) and liver stiffness measurement 
(LSM) values in HIV/HCV-coinfected patients. Transcripts are alphabetically sorted, showing 
those positively associated with LSM values, followed by transcripts with inverse association 
with LSM values. 
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Supplementary Figure 1 (continued). Relationship between the expression values 
(normalized mRNA counts) of 60 significantly differentially expressed (SDE) transcripts 
measured in peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) and liver stiffness measurement 
(LSM) values in HIV/HCV-coinfected patients. Transcripts are alphabetically sorted, showing 
those positively associated with LSM values, followed by transcripts with inverse association 
with LSM values. 
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Supplementary Table 4. Summary of the predictive performance of peripheral blood gene 
expression (counts) for advanced cirrhosis with high risk for clinically significant portal 
hypertension (<25 kPa (n=39) vs. ≥25 kPa (n=29)) in HIV/HCV-coinfected individuals. 
 
 

Gene AUROC 95%CI 
STAG3L2 0.794 0.684 0.904 
MDK 0.793 0.682 0.905 
ZFHX2-AS1 0.791 0.684 0.898 
ABHD17B 0.776 0.659 0.894 
GTF2A1 0.772 0.652 0.891 
GPR146 0.757 0.640 0.874 
SCAMP1 0.753 0.632 0.875 
TMEM64 0.752 0.636 0.867 
AC126474.2 0.747 0.628 0.864 
FAM174A 0.744 0.626 0.861 
AC145207.5 0.743 0.624 0.862 
DLL1 0.740 0.629 0.851 
AC000123.3 0.733 0.606 0.860 
AC090198.1 0.729 0.604 0.855 
HDGFL3 0.729 0.616 0.843 
SLC39A8 0.728 0.610 0.846 
FBXO5 0.724 0.602 0.846 
AREG 0.724 0.605 0.844 
MMD 0.723 0.598 0.848 
TPT1P9 0.722 0.605 0.840 
THTPA 0.721 0.604 0.838 
ARL15 0.718 0.588 0.848 
Z99129.4 0.718 0.592 0.844 
SDCBP 0.714 0.598 0.829 
AL391834.2 0.713 0.584 0.841 
MIR7111 0.712 0.592 0.832 
EEF1A1P1 0.709 0.583 0.835 
EMBP1 0.708 0.582 0.834 
NACA3P 0.707 0.580 0.835 
PDE4D 0.707 0.584 0.830 
AC115223.1 0.704 0.581 0.827 
EMB 0.702 0.574 0.830 
EIF5A2 0.700 0.578 0.823 
FP565260.6 0.698 0.570 0.825 
JMJD7-
PLA2G4B 

0.698 0.577 0.818 

EEF1E1 0.696 0.568 0.824 
NXT2 0.691 0.562 0.821 
ZNF680 0.689 0.555 0.822 
AC244090.1 0.686 0.559 0.813 
AC093827.1 0.684 0.557 0.812 
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PGRMC2 0.683 0.558 0.809 
CASD1 0.681 0.551 0.810 
SLC16A7 0.679 0.542 0.816 
AL391244.2 0.679 0.553 0.805 
TENT5C 0.677 0.549 0.806 
AC005019.1 0.671 0.542 0.800 
EEF1A1P4 0.670 0.542 0.799 
AD000090.1 0.668 0.537 0.798 
TMSB10P1 0.668 0.534 0.802 
AC016586.1 0.658 0.525 0.791 
NDUFC2 0.651 0.516 0.785 
NUDT15 0.651 0.520 0.781 
RPL4P4 0.649 0.516 0.782 
RPL10AP2 0.648 0.512 0.784 
IER3IP1 0.646 0.509 0.784 
EEF1A1P12 0.646 0.510 0.782 
RPL23AP74 0.646 0.514 0.778 
EEF1A1P6 0.638 0.506 0.771 
RPL3P4 0.633 0.500 0.766 
PABPC3 0.613 0.478 0.747 

 
 
Statistics: Values are expressed as the area under the curve - ROC (AUROC) and 95% 
confidence interval (95%CI). 
Abbreviations. HCV: hepatitis C virus; HIV: human immunodeficiency virus. 
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