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1. INTRODUCCION Y MARCO TEORICO

El virus de la hepatitis C (VHC) es un importante patégeno humano que causa hepatitis aguda y
crénica, cirrosis hepatica y hepatocarcinoma, lo que supone un importante problema de salud

publica a nivel mundial.

El VHC, previamente conocido como virus no-A no-B, fue identificado en 1989 (1). Es un virus
ARN de cadena simple, miembro de la familia Flaviridae, que incluye otros patégenos humanos
como el virus del Nilo Occidental o el virus de las fiebres amarillas. Una de las caracteristicas
principales del VHC es su clasificacidon en un total de 7 genotipos, con multiples subtipos (2).
Estos diferentes genotipos se distribuyen de manera irregular geograficamente y presentan
respuestas especificas tanto al tratamiento como al desarrollo de complicaciones,

particularmente en el caso del hepatocarcinoma (3, 4).

1.1 Epidemiologia de la infeccidon por VHC:

La incidencia y la prevalencia de infeccidon por VHC se encuentran en descenso desde la segunda
mitad del siglo XX (5). Varios estudios de seroprevalencia realizados en distintos paises indican
una menor incidencia en los ultimos afios (6-10). Esto se debe en parte a la mejoria de las
condiciones higiénico-sanitarias en los paises en vias de desarrollo y a la vigilancia activa en

paises con alta incidencia, como por ejemplo Egipto.

A pesar de este descenso en las cifras de incidencia, los modelos de prevalencia mundial estiman
que en el 2022 existian unas 1.5 millones de nuevas infecciones anuales (23.7 por cada 100 000
habitantes). En Europa, Las principales areas de incidencia son los paises de la zona oriental del
mediterraneo (62.5 por 100 000), donde se asocia a cuidados sanitarios, y la region de Europa

del este (61.8 por cada 100 000) donde se asocia al uso de drogas por via parenteral (11).

El contagio relacionado con el consumo de opiaceos no es un fendmeno exclusivo de Europa del

este. En algunas dreas en las que se estaba registrando un descenso progresivo de la incidencia,
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como los Estados Unidos, se ha observado un repunte en las nuevas infecciones a partir del 2010
(12, 13), relacionado principalmente con el uso de drogas derivadas de los opioides por via

parenteral (14, 15).

Independientemente de la zona geografica, el grupo de hombres que tienen sexo con hombres
también supone un grupo de riesgo para la infeccidn y re-infeccion por el VHC, y especialmente

para la co-infeccion con el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y el VHC(16-19).

En Espafia los datos extraidos del Plan Estratégico HEPATITIS C informan de una prevalencia de
anticuerpos frente al VHC en la poblacién de 20 a 80 afios de 0.85% (IC 95%: 0.64%-1.08%) y de
infeccidn activa de 0.22% (IC 95%: 012%-0.32%) entre los aios 2017 a 2018. Se ha observado un
pico de prevalencia de infeccidn activa en los varones nacidos entre 1958 y 1967 (0.86%),
estando el resto de los grupos por debajo del 0.20% (20). La prevalencia se ha asociado con una
situacién sociocultural desfavorable, incluyendo clase social y nivel de estudios. Destaca la
altisima prevalencia entre consumidores de drogas por via parenteral, alcanzandose el
61.4%(20). En cuanto a la incidencia, en el afio 2018 se declararon en la Red Nacional de
Vigilancia Epidemioldgica 1494 nuevos diagndsticos de VHC, lo que supone una tasa global de
incidencia de 3.39 casos por cada 100 000 habitantes. Las formas crdnicas pueden evolucionar
a cirrosis (15-30% tras 20-40 afios) y hepatocarcinoma (2-4% al afio). Segun datos de la Alianza
para la Eliminaciéon de las Hepatitis Viricas en Espaia, el afio pasado se produjeron 4789

fallecimientos por la infeccién por VHC (20).

1.2 Biologia del virus de la hepatitis C y su asociacion con las lipoproteinas

1.2.1 La particula del VHC

El VHC es una particula de entre 50 y 80 nm de diametro (21), intimamente asociada a
lipoproteinas, lo que le concede una densidad marcadamente baja (22-24). Las particulas de

VHC contienen una cadena simple de genoma RNA, nucleo y glicoproteinas E1 y E2 (25).
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Figura 1. Estructura del VHC

Debido a la asociacion de las particulas virales infectivas libres (virién) con las lipoproteinas,
apolipoproteinas como la APOA, APOB, APOC1, APOC2, APOC3 y APOE pueden encontrarse en
asociacion con particulas de VHC (26-28). Ademas, aparte de las ya mencionadas
apolipoproteinas, también se han caracterizado en cultivos celulares particulas virales unidas a

lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y lipoproteinas de baja densidad (LDL) (29).

Las interacciones que rigen la relacion entre los viriones del VHC con las diferentes lipoproteinas
implicadas siguen sin estar completamente caracterizadas. Se ha sugerido que el virién del VHC
sea un hibrido, formado por una parte viriéon y una parte de lipoproteinas (30). Otra hipotesis

planteada es que la relacién se produzca mediante la interaccion de las apolipoproteinas y las
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moléculas lipidicas que forman parte de la envoltura del VHC (31). En ambos casos, la interaccion
con las lipoproteinas del huésped podria contribuir a proteger y ocultar las particulas del viridn,

cubriendo su superficie.

Esta cubierta glicoproteica es fundamental en el proceso de inclusion de la particula viral en las
células diana. Juega un papel fundamental en la unién y en el proceso de fusidon entre la
envoltura viral y la membrana endosomal de las células del huésped. Las glicoproteinas E1y E2
del VHC antes mencionadas son proteinas transmembrana de tipo |, que forman enlaces de tipo

covalente con las células infectadas (32, 33).

1.2.2 Replicacidn viral:

La replicacion viral requiere del apoyo del mecanismo celular del huésped para llevarse a cabo
(34). Tras los procesos iniciales de replicacion del RNA, el VHC se asocia a membranas derivadas
del reticulo endoplasmico. Estas membranas, junto a varias proteinas, como NS3/4, NS4B, NS5A
y NS5B forman la parte viral de la maquinaria de replicacidn (35). Dentro de este proceso de
replicacion, la polimerasa NS5B y el microRNA 122 (miR-122) juegan un papel primordial (36).
Para llevar a cabo la replicacidon de su genoma, el VHC induce una reorganizacion masiva de
membranas intracelulares, para crear una red membranosa(35). Estudios realizados mediante
microscopia de electrones han demostrado que la estructura predominante son unas vesiculas
de doble membrana (37, 38). En estas vesiculas se han identificado numerosas proteinas
celulares, pero también moléculas de otro tipo como por ejemplo colesterol (39). Junto al
colesterol, otros lipidos probablemente también participan en la replicacién del VHC. Es
especialmente resefiable que el VHC altera la expresién de genes involucrados en el

metabolismo lipidico, dando como resultado la acumulacién de lipidos intracelulares (40).

Ademas de las vesiculas de doble membrana, también se forman otros tipos de formaciones

micelares que se comportan como un depdsito de triglicéridos (TG) y ésteres de colesterol. Se
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considera que estas particulas tienen un papel central en la coordinacidn de la sintesis de RNA

viral y en la génesis de la particula del virion (41, 42).

1.3 Tratamiento de la infeccidn por VHC:

El objetivo principal del tratamiento contra el VHC es su eliminacién del organismo. Hasta hace
no mucho tiempo, las estrategias de tratamiento se basaban en la combinacién de interferén

pegilado y ribavirina, siendo las tasas de respuesta inferiores al 50% (43-46).

Este paradigma cambid en el afio 2011, cuando se aprobaron los primeros AAD, boceprevir y
telaprevir, para el tratamiento del VHC genotipo 1, en combinacidn con la terapia dual habitual
(47, 48). Desde 2013 se han incorporado progresivamente nuevos AAD cada vez mejores y
actualmente en Espaia existen cuatro regimenes de tratamiento indicados para el tratamiento
del VHC (sofosbuvir/velpatasvir, glecaprevir/pibrentasvir, ledipasvir/sofosbuvir y
elbasvir/grazoprevir). Todos ellos han demostrado su efectividad en diferentes ensayos

clinicos(49-55).

Actualmente sélo se utilizan sofosbuvir/velpatasvir y glecaprevir/pibrentasvir, dos farmacos
orales pangenotipicos, que no precisan interferdn ni ribavirina, con tasas de RVS cercanas al

100%, con pautas de tratamiento cortas (8 6 12 semanas) y sin apenas riesgo de toxicidad.

En los pacientes con cirrosis hepatica por el VHC y descompensacion clinica, el tratamiento
antiviral estd indicado siempre que no presenten comorbilidades graves que condicionen la

esperanza de vida del paciente.

1.4 Lipoproteinas:

Las lipoproteinas son macromoléculas transportadoras de lipidos. Estan compuestas por
un nucleo apolar con TG y colesterol esterificado recubierto por una capa polar con

apoproteinas, fosfolipidos y colesterol libre.
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Figura 2. Tipos de lipoproteinas y su composicidn

Las lipoproteinas se suelen clasificar en cinco clases basandonos en su densidad, medida
mediante ultracentrifugacion: quilomicrones, VLDL, lipoproteinas de densidad intermedia
(ILDL), LDL y lipoproteinas de alta densidad (HDL). Las caracteristicas de las diferentes familias

de lipoproteinas se exponen resumidas en la Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas de las familias de lipoproteinas
Diametro % acidos grasos

% proteinas % Colesterol % Fosfolipidos % TG

(nm) libres
am <0.95 100-1000 <2 4-8 7-8 84-88 0
VLDL 0.95-1.006 |30-80 7-10 20-25 18-20 50-55 1
ILDL 1.006-1.019 (25-50 10-18 29-45 22-27 25-31 1
LDL 1.019-1.063 |[18-28 20-25 45-58 20-28 10-15 1
HDL 1.063-1.210 (5-15 33-57 17-40 26-46 3-15 0-6

QM: Quilomicrones; VLDL: Very Low Density Lipoproteins; ILDL: Intermediate Low Density Lipoproteins;
LDL: Low Density Lipoproteins; HDL: High Density Lipoproteins
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El metabolismo de las lipoproteinas puede ser exdgeno cuando los lipidos son absorbidos a
través de los enterocitos intestinales, y endégeno cuando las lipoproteinas son sintetizadas

principalmente en los hepatocitos y/o en los enterocitos.

1.4.1 Via exdgena:

El 90% de los lipidos que obtenemos de la dieta son TG, mientras que solo aportamos a través
de la dieta 400 mg al dia de colesterol. La principal fuente de colesterol es la bilis, en la cual se
secretan aproximadamente 1500 mg de colesterol al dia (56). Los lipidos absorbidos en el
intestino se unen a la apoproteina B-48 en los enterocitos, con lo que se forman los
quilomicrones (57). Estos quilomicrones son secretados a los vasos linfaticos y alcanzan la
circulacion general a través del conducto tordcico. Estos quilomicrones reciben APOCIl y APOE
desde las particulas HDL, con lo que se convierten en quilomicrones maduros. Dichos

guilomicrones son particulas muy grandes y de baja densidad.

Existe un intercambio de TG entre los quilomicrones y las particulas LDL, que se sitian en el
endotelio vascular. Los quilomicrones maduros quedan reducidos a quilomicrones remanentes,

que son captados por los hepatocitos mediante una interaccion con la APOE (57)

1.4.2 Via enddgena:

El rgano clave de la via enddgena de las lipoproteinas es el higado(58). Los hepatocitos secretan
las VLDL, cuya formacién se inicia en el reticulo sarcoplasmico con la incorporacion de TG a
particulas de APOB100, gracias a la acciéon de la proteina transferente de TG microsomal.
Posteriormente a esta particula se le incorporan ésteres de colesterol y APOE. A continuacion,
se lleva a cabo la exocitosis de las lipoproteinas VLDL al torrente sanguineo. Estas VLDL, una vez
que han sido secretadas, adquieren mayor cantidad de APOE y APOC proveniente de las

particulas HDL.
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Las VLDL maduras son catabolizadas por la accion de la enzima lipoproteinlipasa, que es activada
por la APOCII. Con esta reaccidon enzimatica se liberan acidos grasos que son incorporados al
tejido muscular y adiposo, donde se utilizan como sustrato energético o son re-esterificados en

el tejido adiposo.

Las particulas VLDL catabolizadas se denominan VLDL remanentes o IDL, y se incorporan al
higado de nuevo mediante la interaccién de la APOE (59). Otra opcidn es que sean de nuevo
hidrolizadas por la lipasa hepdtica, por lo que las IDL se transforman en LDL, deplecionadas de
TG y con alto contenido en colesterol. Estas particulas se encargan de transportar el colesterol
a los tejidos periféricos o al higado a través de interacciones de la APOB100 con los receptores

LDL(60).

Por otra parte, la APOAI supone la principal apolipoproteina de las particulas HDL (61, 62). De
nuevo es sintetizada en el higado y en el intestino(56) y se ve implicada en la formacién de dichas
moléculas a través de la esterificacion del colesterol y los fosfolipidos(62, 63). Posteriormente
se unen a estas particulas mds moléculas de ésteres de colesterol, siendo repartidos por los
tejidos periféricos gracias a estas moléculas maduras de HDL(64, 65). Durante este proceso las
moléculas de HDL pierden progresivamente parte de su carga en colesterol, hasta retornar al

hepatocito o al enterocito, donde recargan sus depdsitos de colesterol(64, 66).

1.5 Manifestaciones extrahepaticas metabdlicas de la infeccion por VHC:

Como ya se ha comentado, la cirrosis y el cancer hepatico son las complicaciones mas
importantes asociadas a la infeccién por el VHC. No obstante, existen un amplio abanico de

manifestaciones extrahepaticas que condicionan una gran morbi-mortalidad.

En algunas cohortes de pacientes, el porcentaje de enfermos que sufren algun tipo de

manifestacion extrahepatica alcanza el 74%, con diferentes niveles de prevalencia y de
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gravedad(67). Igualmente es diferente el grado de conocimiento que tenemos de ellas, y, en

algunos casos, la relacion con el VHC no esta del todo demostrada.

La mayor parte de los datos disponibles establecen un origen inmunolégico o linfoproliferativo
para las manifestaciones extrahepaticas, como en los casos de la crioglobulinemia mixta o de los
linfomas(68). Con el paso del tiempo se han ido identificando complicaciones que afectan a
multitud de drganos, como por ejemplo renales, cardiovasculares, metabdlicas o del sistema

nervioso central.

1.5.1 Alteraciones del perfil lipidico:

La magnitud de la afectacién parece estar relacionada con polimorfismos del huésped y el
genotipo del VHC(69). La infeccidn crdnica por VHC produce niveles bajos de VLDL y LDL. A pesar
de esta modificaciéon aparentemente beneficiosa, estos pacientes presentan un aumento del
desarrollo de ateroesclerosis que conlleva un aumento del riesgo CV. Esto sucede
independientemente de otros factores de riesgo como la diabetes tipo Il o |la esteatosis hepatica
(70-74). Curiosamente, la erradicacién del VHC produce un aumento en el colesterol sérico y los
niveles de LDL(75), creando una combinacion de circunstancias que puede agravar el riesgo de
lesiones por ateroesclerosis. Estas modificaciones post tratamiento se discutirdn
detalladamente en el apartado 1.6 (Modificaciones metabdlicas relacionadas con el tratamiento

con antivirales de accién directa; AAD).

Otra posible etiologia de las alteraciones lipidicas puede ser la propia alteracién de la funcién
hepatica debido a la infeccidn por el VHC. Sin embargo, la alteracidn de los niveles de VLDL y de
TG se observa en etapas muy tempranas de la infeccidn incluso cuando no existe dafio hepatico

(76).

Otro hallazgo observado en pacientes con infeccién crénica por el VHC, es la existencia de

lipoproteinas andmalas, como por ejemplo particulas VLDL con un aumento de la cantidad de
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TG, lo que les confiere un mayor poder aterogénico. Estas particulas no estdn presentes tras la
curacion. Por otra parte, mientras que las relaciones de las particulas VLDL y LDL con el VHC son
bien conocidas, no ocurre lo mismo con las particulas HDL. Sin embargo, si se ha observado que
la carga de particulas VHC-LVP es inversamente proporcional a los niveles de HDL colesterol en

pacientes con genotipo 3 (77).

1.5.2 Diabetes y resistencia a la insulina:

La diabetes mellitus tipo 2 (DM-2) es una de las complicaciones mas frecuentes de entre las
relacionadas con el VHC. La relacidn entre la diabetes y el VHC proviene de una compleja
interaccion entre procesos de resistencia a la insulina, esteatosis hepatica y procesos
inflamatorios (78). Parece ser que la transcripcion del core-VHC provoca un aumento de la
expresion del TNF-alfa y, con ello, una induccién de la resistencia a la insulina(79). Esto explica
por qué la prevalencia de diabetes es superior en los pacientes con hepatopatia por VHC

comparados con otras etiologias de hepatopatia(80).

El desarrollo de DM-2 se correlaciona directamente con el grado de fibrosis hepatica, es decir,
si bien puede aparecer en pacientes con fibrosis leve, es en los pacientes con cirrosis hepatica
en los que se observa una mayor incidencia (81, 82). A su vez, los pacientes que presentan

diabetes asociada al VHC tienen un mayor riesgo de desarrollar hepatocarcinoma(83).

En cuanto a la relaciéon de la diabetes con el tratamiento para el VHC, en los primeros
tratamientos con interferén, se comprobd una peor respuesta de aquellos pacientes que
presentaban DM-2 y VHC (84). Con los nuevos tratamientos, los AAD, se ha observado una
disminucién del riesgo de aparicién de diabetes de novo en diversos estudios (82, 85, 86). Sin
embargo, también existe un estudio, con un nimero reducido de pacientes, con resultados

opuestos(87).
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Los AAD no solo evitan la futura aparicion de diabetes, sino que también mejoran el
metabolismo de la glucosa en los pacientes que alcanzan Respuesta Viral Sostenida (RVS). Se ha
observado un descenso en la hemoglobina glicada (88, 89) y una mejoria en los pardmetros
relacionados con la resistencia insulinica (90-93). Parece que este efecto es mas evidente en
pacientes con diabetes previa. Sin embargo, su duracidn a largo plazo tras alcanzar la RVS no

esta bien establecida.

1.5.3 Otras alteraciones metabdlicas:

Ademas de los lipidos y de la glucosa, existen otras vias metabdlicas que se ven afectadas por la

interaccion del VHC con el huésped.

Varios estudios realizados previamente han propuesto la relacion entre el VHC y Ia
cianocobalamina o vitamina B12. El higado es el principal almacén fisioldgico de esta vitamina
(94, 95) y la elevacion de sus niveles séricos se ha relacionado en varios estudios con la presencia
de enfermedad, tanto de origen hepatico hepatico(96-104) como también hematoldgico (105,

106) y neoplasico (107, 108).

Se ha descrito una implicacién de la cianocobalamina en el ciclo de replicacién del VHC,
especialmente debido a su alta afinidad por el RNA (109-111). Algunos autores han hipotetizado
que podria actuar como un inhibidor del ciclo de replicacién viral (112, 113). Un ensayo clinico
realizado cuando el interferdn era el estandar de tratamiento demostrd que la suplementacion
con vitamina B12 aumentaba las tasas de respuesta (114). Sin embargo, la aparicién de los AAD
y sus altisimas tasas de respuesta hizo caer esta linea de investigacidn. Se desconoce lo que
ocurre con estos niveles de vitamina B12 tras la curacion de la enfermedad, en este caso, de la

hepatitis C.

En cuanto al metabolismo férrico, también se han observado modificaciones en los pacientes
infectados por el VHC. En el higado de estos pacientes se han observado depésitos de hierro,
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tanto en los hepatocitos como en las células reticuloendoteliales(115-117). Dicha sobrecarga se
relaciona con el grado de fibrosis segun la clasificacion METAVIR y con la presencia de cirrosis.
Para explicar la relacion entre la infeccion por el VHC y el hierro, la hepcidina juega un papel
capital. El hierro no tiene un mecanismo fisiolégico de eliminacién en caso de sobrecarga, y es
la hepcidina la que se encarga de regular su entrada en el organismo en caso de hipersideremia
(118, 119) . Se asume que el VHC altera el metabolismo del hierro a través de la reduccién de
los niveles de hepcidina (120-124) y debe tenerse en cuenta que éste parece un efecto
caracteristico del VHC, ya que esta alteracidon es mucho mas marcada en los pacientes infectados

por dicho virus respecto a los infectados por el VHB (122).

Hay pocos datos acerca de cual es el comportamiento del metabolismo del hierro tras la
erradicacion del virus. Apenas hay estudios que lo evallen, y ademds muestran resultados
variables. Uno de ellos no mostré modificaciones significativas (125), mientras que otro si que
mostro que la ratio hepcidina sérica/ferritina aumentaba tras el tratamiento, sugiriendo una

mejoria de la secrecién inadecuada de hepcidina tras la erradicacion del virus (126).

1.5.4 Enfermedades cardiovasculares:

Al igual que otras enfermedades infecciosas crénicas, los datos disponibles muestran un
aumento en la morbimortalidad cardiovascular (CV) en aquellos pacientes infectados por el VHC
con respecto a los controles (127, 128). Los primeros estudios que se realizaron mostraron una
relacidn entre la seropositividad para el VHC y una reduccién en el cociente intima-media de la
carotida(129). Posteriormente se descubrié también que el VHC provocaba un aumento en la

expresion de citoquinas pro-aterogénicas (130).

La afectacion CV parece predominar en los pacientes con VHC con respecto a otros pacientes

con otras patologias similares, como por ejemplo el virus de la hepatitis B (VHB)(131). Esto indica
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que el riesgo CV no deriva solo de manera secundaria al dafio del higado, sino que es un efecto

inherente al propio VHC (132).

Ademas, en grandes cohortes de pacientes con periodos de seguimiento muy largos se puso en
evidencia que aquellos pacientes que recibian tratamiento antiviral y se lograba la erradicacion
del VHC tenian tasas de mortalidad inferiores a aquellos pacientes que no se trataban, no solo
por causa hepatica, sino también extrahepdtica, especialmente CV (133). Otros trabajos
mostraron una mejoria en la perfusién miocdrdica en aquellos pacientes que presentaron RVS

con respecto a los controles (134).

1.5.5 Otros

1.5.5.1 Crioglobulinemia mixta:

La crioglobulinemia mixta es una vasculitis de pequefio vaso que involucra principalmente la
piel, las articulaciones, el sistema nervioso periférico y los rifones. La infeccién por el VHC es la
causa del 80% del total de los casos de crioglobulinemia, siendo su expresién patoldgica muy
variable, desde casos leves a casos potencialmente mortales fulminantes (68, 135). Las
manifestaciones de la vasculitis responden a la erradicacion del virus a través de los diferentes

tratamientos farmacolégicos disponibles (136).

1.5.5.2 Sindromes linfoproliferativos:

Diferentes meta-analisis han confirmado la asociacién existente entre el VHC y diferentes
enfermedades hematoldgicas, principalmente linfomas no-Hodgkin de tipo B. La incidencia
acumulada disminuye cuando se trata la infeccidn, por lo que ésta actlia como una accion

preventiva (137).
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1.5.5.3 Artralgias y mialgias:

Entre un 40 y un 80% de los pacientes con crioglobulinemia refieren artralgias(138), afectando
habitualmente de manera bilateral, simétrica y no deformante. Las artralgias sin relaciéon con la
crioglobulinemia mixta son mucho mas infrecuentes, situdndose en torno a un 10% de
prevalencia (139, 140). Es dificil determinar cuando las artralgias y las mialgias se deben
primariamente a la infeccion por VHC y cuando son ocasionadas por otra patologia

intercurrente.

1.5.5.4 Sindrome seco:

El sindrome seco aparece en entre un 20 y un 30% de los pacientes con VHC, mientras que tan
solo un 5% de los pacientes diagnosticados de sindrome de Sjogren presentan una infeccién por
VHC (141-144). A pesar de las similitudes clinicas entre el sindrome seco asociado al VHC y el
sindrome de Sjogren, en los casos asociados al VHC es raro encontrar positividad para los

anticuerpos tipicos del Sjogren, como son los anticuerpos anti-SSA y anti SSB (145).

1.5.5.5 Insuficiencia renal:

La forma mds comun de afectacidn renal en los pacientes infectados por el VHC es la
glomerulonefritis membranoproliferativa tipo | asociada a crioglobulinemia mixta. La forma mds
frecuente de presentacién es la aparicion de proteinuria asociada a hematuria microscdpica

junto a un grado variable de afectacion de la funcién renal.

1.6 Modificaciones metabdlicas relacionadas con el tratamiento con antivirales de accidn

directa

Como se ha descrito previamente, el tratamiento del VHC se encuentra hoy en dia muy al alcance
de la inmensa mayoria de los pacientes. No obstante, la relacidon del VHC con el metabolismo

lipidico no termina con su erradicacion.
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El propio tratamiento con los AAD y la curacion del virus origina nuevos cambios en el
metabolismo lipidico, que han sido ampliamente estudiados, pero sobre los que aln existen

importantes lagunas de conocimiento.

Lo mas establecido es que se produce un aumento del colesterol total sérico y de los niveles de
colesterol-LDL (146), lo cual crea una combinacién de circunstancias que puede agravar el riesgo

de lesiones por ateroesclerosis.

No obstante, los resultados de los diferentes estudios que han evaluado estos cambios son en
ocasiones contradictorios. Algunos muestran aumentos en los niveles de colesterol-HDL (147-
149), que sin embargo no se han observado en otros estudios (150-152). Incluso hay un estudio

gue mostré un descenso en los niveles séricos de HDL (153).

En cuanto a las modificaciones en los TG, también se han reportado resultados incongruentes,
con cambios minimos o ausentes en algunos trabajos (149, 154) mientras que otros lo que

muestran es un descenso en los niveles séricos (146, 155, 156) o incluso un aumento (157, 158).

Estos resultados contradictorios pueden explicarse por la heterogeneidad de los trabajos en los
que se basan. Se han realizado en poblaciones genotipicas dispares y con diferentes regimenes
de tratamiento, algunos asociados a ribavirina (146, 149, 153, 159) e incluso a interferén (153),
con distintos esquemas de tratamiento y con diferentes proporciones de pacientes con cirrosis
hepatica, desde el 25% (153) hasta el 80% (159). Alguno también incluia pacientes coinfectados
por VIH, con una poblacién VIH positiva de hasta el 60% (150). Por ultimo, los tiempos de
seguimiento también son muy variables entre los diferentes trabajos, oscilando entre las 4 (147)
y las 48 semanas (149, 154, 160, 161). No obstante, sélo dos estudios presentan un seguimiento
prospectivo a largo plazo, el de Shimizu (211) y el de Gonzalez-Colominas (204). Sin embargo,
estos dos estudios presentan poblaciones con una afectaciéon hepdtica que va mas alla de la

simple infeccion por el VHC. El estudio de Gonzalez Colominas tiene un 50% de pacientes con
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cirrosis hepatica, mientras que todos los pacientes del estudio de Shimizu presentaban
esteatosis hepatica. Los resultados de los principales estudios pueden observarse resumidos en

la Tabla 2.

Tabla 2. Principales estudios sobre VHC, AAD y perfil lipidico

. Colesterol

HDL LDL TG Otros

ChidaT(147) | 2018 | 70 Rem’ipec“" 4semanas | DCL¥ASV 1b NC | Aumenta | Aumenta | Aumenta | NC
. DCV+ASV
Endo(148) 22?)1146_ 276 Retrosc.)pectlv 24 semanas SOF+LDV 1b NC Aumenta | Aumenta | Aumenta NC
SOF/LDV
P ti DCV+ASV
Inoue(149) 2018 | 216 LOOSSF;Q;JZO 48 semanas SOF/RBV lby2 NC Aumenta | Aumenta SC Estable
Meissner(162) | 2015 | 54 Rem’ipec“" 24 semanas | SOF/RBV 1 NC NC NC | Aumenta | Descenso
Cha”dh)“ry(163 22%1117 251 P”Z\Sdpﬁztc"’o 28 meses NC 1 NC NC NC | Aumento | Descenso |  30% VIH
Sun(151) 2018 24 Prospectivo NC ELE\\Z(S:};\IZ 1 NC Aumento NC NC Descenso
Satoru 22?135 100 Retroipectlv 4 semanas Ifg\\ZSAS\; 1 70% Nc NC Aumento NC
P i LDV, F
Townsend(164) | 2016 | 90 ;°;S’1e§2‘c’° 24 semanas | OF;ESV 1 NC NC NC |Aumento| NC 60% VIH
Morales(153) 22%:;‘2 52 Retroipectlv 6 meses SC;E:/;’:BL\?V Todos 24% Aumento | Descenso | Aumento | Descenso
Beig(160) 12909152 132 Retroipectlv 48 semanas | DAA sin IFN Todos No Aumento NC Aumento NC Trasplantados
Carvalho(165) 2018 178 | Prospectivo NC DA:; ;IEJFN Todos NC Aumento NC Aumento | Descenso
. . DAA con
Gitto(159) 2015 | 100 | Prospectivo | 24 semanas RBV sin IEN Todos 80% Aumento NC NC NC
Mauss(166) 2017 | 520 | Prospectivo NC DAA Todos NC Aumento NC Aumento | Estable
R -
El Sagheer(167) | 2018 | 80 e"°ipe°t"' SIM/SOF 4 >50% | Aumento | Aumento | Aumento | Descenso
Gonzalez .
Colominas(154) 2019 | 226 | Prospectivo | 48 semanas DAA Todos 50% Aumento | Aumento | aumento NC
Juanbeltz 2015 | 227 Retroipectlv 12 semanas | DAAyRBV Todos NC Aumento | Aumento NC NC
Excluidos
. . hipolipemiante
2015-
Doyle(168) 2%1'2 24 Prospectivo | 24 semanas %r:st;lt)aljs\;/iLr Todos NC Aumento | Aumento NC Aumento | . Miden APOA,
APOB y APOE,
HOMA-IR
Ichikawa(169) 2014- 39 Prospectivo | 24 semanas Daclatasw.r 1b NC Aumento No Aumento No
2016 Asunaprevir aumento aumento
2012- i
Shimizu(170) 0 70 Retrospectiv 48 semanas Todos ly2 NC No. Aumento | Aumento No. Todos co.n
2016 o cambio cambios esteatosis
. Todos o No Glucemia sin
Cheng(171) 2017 102 | Prospectivo | 12 semanas Todos (1b 80%) 75% Aumento cambios Aumento | Aumento cambios
Jain(172) 2017 50 Prospectivo | 12 semanas SOF . NC NC Aumento Sm. Aumento Sm.
Daclatasvir cambios cambios
20% DM, 15%
obesos, 42%
HTA'y 359
Petta(173) 2018 182 | Prospectivo | 48 semanas Todos Todos 66% Aumento NC NC NC e
fumadores.
Todos fibrosis
avanzada
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Las principales dudas existentes respecto a las modificaciones lipidicas tras el tratamiento con
AAD, son la persistencia en el tiempo de los cambios observados en las etapas iniciales y qué
ocurre en los pacientes con estadios iniciales de su hepatopatia, dado que es con diferencia el

grupo de poblacién menos estudiado.

1.7 Valoracion del perfil de lipoproteinas mas alla de la concentracion sérica de colesterol

La enfermedad CV es la principal causa de mortalidad en Europa y también una importante causa
de morbilidad. Por ello, su prevencién, tanto primaria como secundaria, es una estrategia
fundamental para reducir el impacto y las consecuencias de la enfermedad CV de origen

aterotrombatico (174).

La dislipemia es una alteracidén cuantitativa o cualitativa de las lipoproteinas circulantes en el
plasma, destacando el aumento de la concentracion de colesterol transportado por
lipoproteinas de baja densidad (colesterol-LDL). Sin embargo, se siguen observando episodios
de patologia aterotrombdtica en pacientes que presentan niveles de colesterol normales o de

bajo riesgo CV (175-177).

Esto sugiere que hay otras alteraciones lipidicas, mas alla de los niveles de colesterol LDL, que
también aumentan el riesgo CV. Esto sugiere que las caracteristicas, y no sélo la cantidad, de las
propias particulas lipoproteicas definen su potencial aterogénico(178). Por ello, el analisis del
numero, el tamafio y la composicion de las lipoproteinas complementa la valoracién del perfil

lipidico de los pacientes.

Como ya se ha explicado previamente, las particulas lipoproteicas se diferencian unas de otras
por su contenido en colesterol libre y TG. La diferente proporcién entre lipidos y proteinas les
confiere distinta densidad y permite establecer su clasificacidn. La relacién entre densidad y
tamanfio es inversa, siendo las particulas mas pequefias las de mayor densidad. A su vez, las

diferentes clases pueden dividirse en subclases.
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Estas diferencias en la composicién de una misma clase de particulas (por ejemplo, las diferentes
subclases de LDL) influyen en el proceso ateroesclerético. El endotelio vascular sano puede ser
atravesado libremente por particulas con diametros inferiores a los 70nm. Estas particulas
pueden quedar retenidas, en especial las LDL de menor tamafio, siendo el origen del proceso

aterogénico (179, 180).

También se ha observado que las particulas HDL pueden sufrir modificaciones que cambien su
estructura y composicidn, y con ello alteren su funcién. Por ejemplo, en patologias como la
diabetes, la enfermedad renal crdnica, la sarcoidosis o en procesos inflamatorios, las particulas

HDL pierden su funcidn protectora y adquieren un efecto aterogénico (181).

El tamafio de las lipoproteinas LDL es variable y depende del contenido en lipidos presente en
su nucleo, condicionando a su vez la densidad de las particulas. Esta variabilidad, sobre la que
pueden incidir diversas alteraciones del metabolismo lipoproteico, puede provocar una
discrepancia entre la concentracidn sérica de colesterol LDL y el niumero de particulas LDL
circulantes. De esta manera, un numero elevado de particulas LDL puede asociarse a una
concentracion de colesterol LDL normal. Esta situacién se conoce como discordancia c-LDL:p-
LDL (182-184). En estos casos, diferentes estudios han observado que la medicién del nimero
de particulas es mejor indicador que la concentracién de LDL para evaluar el riesgo CV(182, 185,

186).

La capacidad prondstica del nimero de particulas LDL se ha evaluado en diferentes estudios
(186-189). Por ejemplo, en la cohorte de Framingham se demostré que una concentracion de
particulas LDL por debajo del percentil 25 era un predictor de riesgo CV mas fiable que un nivel
equivalente de concentracidn sérica de colesterol LDL (188). Incluso se han realizado estudios
que han demostrado que el tratamiento basado en objetivos de nimero de particulas LDL
mejora los resultados clinicos por encima del basado en la concentracién de colesterol LDL (187,

190, 191).
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1.7.1 Espectroscopia de RMN en dos dimensiones para la medicion de lipoparticulas

Existen diferentes técnicas de medicién del nimero y tamafio de las lipoparticulas muy
conocidas como: la ultracentrifugacién con gradiente de densidad, la cromatografia liquida de

alta resolucién en gel, los métodos electroforéticos o el andlisis de movilidad idnica.

Otra de las técnicas desarrolladas y utilizadas es la resonancia magnética nuclear (RMN). La base
de su utilizacidn es que el colesterol esterificado y los TG que se transportan en el nucleo de las
lipoproteinas contienen como parte de su estructura grupos metiol que, al ser sometidos a
pulsos de radiofrecuencia, resuenan a frecuencias levemente diferentes en funcién del tamario
de la lipoproteina que los transporta. A menor tamafio de la lipoproteina, mas baja es la

frecuencia de resonancia de los lipidos de su nucleo (192).

Recientemente se ha desarrollado en Espafa un nuevo sistema de mediciéon, denominado
Liposcale®. Esta prueba estd basada en la espectroscopia de RMN de dos dimensiones,
analizando la atenuacién de las sefiales de los picos lipidicos cuando estos son sometidos a un
gradiente de campo magnético previamente establecido. La diferencia en la atenuacidn se
asocia a una difusidon de las particulas lipoproteicas diferencial (Diffusion Ordered Nuclear
Magnetic Resonance Spectroscopy DOSY-RMN). A partir de los coeficientes de difusion se puede
calcular directamente el tamaiio de las diferentes subclases de lipoproteinas, dividiendo el

volumen espacial de las moléculas de lipidos totales por el volumen medio (181, 192).

El espectro generado por Liposcale® aporta informacidn acerca del nimero y tamafio de las
particulas lipoproteicas VLDL, LDL y HDL y de tres subfracciones de cada una de ellas.
Adicionalmente permite determinar el contenido de colesterol y de TG totales en cada tipo de

lipoproteina.

32



33



2. HIPOTESIS DE

TRABAJO



35

Realmente, mafiana serd otro dia



2. HIPOTESIS DE TRABAJO

Esta descrita en la literatura la interaccidon entre el VHC y el metabolismo del huésped a
diferentes niveles. No obstante, los cambios tras el tratamiento y en especial su

comportamiento a largo plazo han sido menos evaluados.

Por ello planteamos este trabajo desde la hipdtesis de que El tratamiento con antivirales de
accion directa contra el virus de la hepatitis C produce cambios en el metabolismo de lipidos,
hidratos de carbono, hierro y vitamina B12, persistentes en el tiempo. Adicionalmente, la
curacion del VHC puede producir modificaciones en las caracteristicas de las lipoparticulas, que

podrian explicar, al menos en parte, las modificaciones metabdlicas citadas anteriormente.
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DEL TRABAIO
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3. JUSTIFICACION DEL TRABAJO

Las alteraciones que tienen lugar en el metabolismo del huésped relacionadas con la infeccion
con el VHC son amplias, variadas y afectan a multiples niveles del huésped. Como se ha descrito
previamente, algunas de las vias mas importantes que se ven afectadas son los lipidos, los

hidratos de carbono o el hierro.

El conocimiento disponible hasta el momento es fragmentado. Los diferentes estudios han
evaluado cada uno una pequeiia parte de un todo y la heterogeneidad es la nota predominante

en este campo de trabajo.

Por ello en este trabajo se plantea un estudio prospectivo, con una poblaciéon bien delimitada, y
con un seguimiento a largo plazo, evaluando peridédicamente la situacién del metabolismo de
los pacientes que permita describir no solamente que cambios se producen, sino cuando tienen

lugar y durante cudnto tiempo se mantienen dichos cambios.

Ademas, buscamos analizar en conjunto todos los parametros previamente descritos, para
hacer una valoracion integral de los cambios metabdlicos que tienen lugar tras la erradicacién

del VHC y evaluar cdmo afectan a los distintos pardmetros de interés.
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4. OBJETIVOS
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4. OBIJETIVOS

4.1 Objetivo principal:

e Analizar las modificaciones en el perfil lipidico de los pacientes infectados por el VHC

tras el tratamiento con AAD evaluado durante un afo de seguimiento.

4.2 Objetivos secundarios:

e Analizar las modificaciones en el perfil de hidratos de carbono, el metabolismo férrico y
la cianocobalamina evaluado durante un afo de seguimiento.

e Analizar posibles factores que condicionen los cambios metabdlicos en los pacientes con
VHC y tratamiento con AAD, con especial atencion a los factores de riesgo CV y al grado

de fibrosis hepatica.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Diseio del estudio: Para la realizacion de este trabajo disefiamos un estudio unicéntrico,

prospectivo, longitudinal, observacional, antes-después en el que cada paciente es su propio

control.

5.2 Poblacidn del estudio:

5.2.1 Pacientes: Los pacientes se reclutaron en las consultas externas de Hepatologia del
Hospital Universitario Miguel Servet de Zaragoza, de manera consecutiva. Todos eran pacientes
gue habian sido derivados a dichas consultas para iniciar un tratamiento con AAD libre de
interferén entre diciembre de 2017 y junio de 2019. Los cuatro regimenes de tratamiento
posibles eran Sofosvuvir/Velpatasvir, Ledipasvir/Sofosbuvir, Glecaprevir/Pibrentasvir vy
Elbasvir/Grazoprevir tal y como se recoge en las guias clinicas vigentes durante la realizacion del
estudio. La elecciéon del tratamiento dependié de su médico responsable, segln practica clinica

de acuerdo con las guias clinicas de la Asociacién Espafiola para el Estudio del Higado (AEEH).

5.2.2 Criterios de inclusion y exclusion:

5.2.2.1 Criterios de inclusién:

e Sujetos de ambos sexos con diagndstico seroldgico de VHC con carga viral detectable,

mayores de 18 afios, que no cumplian ningun criterio de exclusidn.

5.2.2.2 Criterios de exclusién:

e Haber recibido tratamiento previo para el VHC

e Incapacidad psiquica o intelectual para cumplir adecuadamente el seguimiento
e Presentar coinfeccion por el VIH o el VHB, diagnosticada serolégicamente

e Embarazo

¢ Neoplasia activa
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Tratamiento con neurolépticos

Estar recibiendo tratamiento hipolipemiante, con insulina o con fibratos en el mes
previo al reclutamiento.

Consumo abusivo de alcohol (>40g/dia para hombres y >25g/dia para mujeres y/o >28
unidades basicas de alcohol para hombres y >17 unidades a la semana para las mujeres
y/o = 6 unidades por ocasidon para hombres y > 4 unidades por ocasion para
mujeres)(193).

Enfermedad hepdtica concomitante: colangitis biliar primaria, colangitis esclerosante
primaria, hemocromatosis hereditaria, enfermedad de Wilson, hepatitis autoinmune,

etc.

5.3 Métodos:

5.3.1 Recogida y registro de la informacién: La recogida de la informacién se realizé6 de manera

estandarizada utilizando una hoja de recogida de datos disefiada especificamente para el

estudio. A cada paciente se le asignd un cddigo numérico de identificacién para preservar el

anonimato de los datos. Dichos datos se almacenaron en una base Unica de tipo Access para su

posterior analisis.

5.3.2 Variables del estudio:

Las principales variables recogidas en el estudio fueron las siguientes:

Variables demograficas: A todos los pacientes reclutados se les realizd una entrevista
clinica durante la primera visita, previamente a iniciar el tratamiento antiviral. Se
recogié informacién sobre los datos demograficos (edad, sexo, fecha de nacimiento),
habitos toxicos (tabaco, alcohol y otras drogas), consumo de farmacos (principalmente
hipolipemiantes, fibratos, neurolépticos, antidiabéticos, hierro oral, vitamina B12 oral y
acido fdlico)
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Variables relacionadas con la infeccidn por VHC: Se analizé el genotipo y subtipo viral,
asi como la carga viral.

Variables relacionadas con la afectacidn hepatica: en todos los pacientes se valoré la
morfologia hepdatica mediante ecografia abdominal y el grado de fibrosis hepatica
mediante elastografia de transicion (FibroScan® 430 Mini, Echosens, Francia). Para que
una medida de elastografia fuera considerada valida debia tener un rango intercuartilico
inferior al 30% del valor y un porcentaje de mediciones validas superior al 60%.

La cirrosis hepatica se ha definido como combinacion de evidencias clinicas y/o
radioldgicas de cirrosis hepatica y/o una biopsia hepatica con un grado de fibrosis 4 en
la clasificacién de Metavir.

Variables analiticas relacionadas con el metabolismo lipidico: Se analizaron los niveles
de colesterol total, colesterol HDL, colesterol LDL, colesterol no-HDL, ratio colesterol
LDL/HDL, APOA, APOB, APOE y TG.

Variables relacionadas con el metabolismo férrico: Se evaluaron los niveles de hierro
sérico, ferritina, indice de saturacion de transferrina.

Variables relacionadas con el metabolismo de la vitamina B12: se midieron los niveles
de cianocobalamina en sangre, acido félico y homocisteina.

Variables hematoldgicas relacionadas con el metabolismo férrico y de la vitamina B12:
se cuantificaron los niveles de hemoglobina, el porcentaje de hematocrito, el volumen
corpuscular medio, la hemoglobina corpuscular media y el ancho de distribuciéon
eritrocitario.

Valores relacionados con el metabolismo de los hidratos de carbono: se evaluaron la
glucosa en sangre, la hemoglobina glicosilada y la insulina sérica.

Durante el seguimiento prospectivo se valoraron, al afio y a los dos afios del

reclutamiento, los diagndsticos de hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia, DM-2 vy
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déficit de B12. También se evalud el inicio de tratamiento farmacolégico para cualquiera
de estas patologias. Igualmente se tuvo en cuenta la aparicion de eventos
cardiovasculares (cardiopatia isquémica, accidente cerebrovascular y/o vasculopatia

periférica), el posible exitus del paciente y las causas de este.

5.3.3 Obtencién de la muestra sanguinea:

Tras la primera visita y la entrevista clinica tras haber firmado el paciente el consentimiento
informado correspondiente, se procedid a la extraccidén sanguinea. Esta se llevd a cabo mediante
venopuncion en la unidad de extracciones de Sangre del Hospital Miguel Servet, de acuerdo con
los protocolos habituales. Todos los pacientes permanecieron en ayunas durante al menos 8

horas previamente a la extraccioén.

5.3.4 Analisis de laboratorio:

Se aplicaron procedimientos operativos estandar para garantizar una recogida y un
procesamiento idénticos de todas las muestras de sangre en ayunas. Las determinaciones de TG
plasmaticos, colesterol total, colesterol LDL, colesterol HDL, APOA, APOB, glucosa e insulina se
realizaron en el Servicio de Bioquimica Clinica del Hospital Universitario Miguel Servet (Zaragoza,
Espafia) utilizando analizadores de ultima generacién. Todas las determinaciones cumplieron los
requisitos de calidad y competencia (ISO 15189:2012) para laboratorios médicos. La resistencia
a la insulina se calculé basandose en la evaluacion del modelo homeostatico (HOMA) mediante

la ecuacidn: insulina en ayunas (uU/ml) x glucosa en ayunas (mmol/litro) / 22.5 (194).

Se utilizd una prueba turbidimétrica para la medicién de APOE en plasma (ref#93014, Spinreact)
segln las instrucciones del fabricante. La absorbancia se midié en el autoanalizador DXC 700AU

(Beckman Coulter).
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5.3.5 Genotipado y carga viral:

La carga viral del VHCy el genotipo se caracterizaron en el Servicio de Microbiologia del Hospital
Universitario Miguel Servet (Zaragoza) utilizando los test Cobas 6800°® de carga viral y Cobas

4800 para genotipado (Roche).

5.3.6 Andlisis de lipoparticulas mediante DOSY-RM:

Se utilizé la prueba Liposcale®(192), basada en la espectroscopia de RMN en dos dimensiones.
Esta técnica se basa en la espectroscopia de RMN de dos dimensiones, analizando la atenuacion
de las sefiales de los picos lipidicos cuando se someten a un gradiente de campo magnético
establecido previamente. La diferencia en la atenuacidn se asocia a una difusién de las particulas
lipoproteicas diferencial (Diffusion Ordered Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy DOSY-
RMN). A partir de los coeficientes de difusidn se calcula de manera directa el tamafio de las
diferentes subclases de lipoproteinas, dividiendo el volumen espacial de las moléculas de lipidos
totales por el volumen medio (181 192). El procedimiento puede verse de manera mas extensa

en el Anexo 2.

El espectro generado por Liposcale® aporta informacion acerca del nimero y tamafio de las
particulas lipoproteicas VLDL, LDL y HDL y de tres subfracciones de cada una de ellas.
Adicionalmente permite determinar el contenido de colesterol y de TG totales en cada tipo de

lipoproteina.

En dicho andlisis se obtuvo informacidon del nimero y tamafio medio de tres fracciones de
particulas (VLDL, LDL y HDL), subdividiendo cada fraccién en tres subfracciones (particulas
grandes, medianas y pequefas). También se determind la concentracién de TG y colesterol de
las diferentes clases de lipoproteinas. Para el analisis de lipoparticulas mediante DOSY-RM se
seleccionaron 83 pacientes de la muestra total, apareados por sexo 1:1. Las determinaciones se

realizaron en las instalaciones de Biosfer Teslab (Reus).
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5.3.7 Andlisis de lipoparticulas mediante Cromatografia

Para realizar una segunda caracterizacién basal del perfil de lipoproteinas se utilizd un andlisis
mediante cromatografia liquida rapida de proteinas (FPLC) con una columna de exclusion
molecular Superose 6 HR10/30 (GE Healthcare). Para ello se usaron muestras combinadas (n=2-
3) en un volumen final de 100uL. De manera combinada con esta técnica se realizé una

determinacién secuencial de la carga viral y de APOE en cada una de las fracciones recogidas.

5.3.8 Genotipado de APOE:

Se genotipd a los individuos para los polimorfismos que definen los alelos e2 y e4 (195).Se aisld
el ADN y se genotipd utilizando una mezcla de kits de genotipado TagMan SNP: C_3084793 20
(rs429358) y C_904973_10 (rs7412) (ThermoFisher). Las reacciones de qPCR se llevaron a cabo
en un termociclador StepOne Real-Time PCR System (ThermoFisher), utilizando el software SDS
2.4. Finalmente, los pacientes fueron caracterizados como E2 (e2/e2 o e2/e3), E3 (e3/e3,
genotipo wild type) o E4 (e3/e4 o e4/e4). Aquellos con resultado e2/e4 fueron eliminados del

analisis final.

5.4 Desarrollo del estudio:

Basalmente se recogieron los datos clinicos y demogréficos. Se realizé6 una primera analitica
basal previa al inicio del tratamiento, donde también se analizd el genotipo y la carga viral. La
evaluacion de la fibrosis hepatica se llevo a cabo, antes de comenzar tratamiento, mediante

elastografia de transicién con FibroScan®.

La respuesta viral se comprob6 al finalizar el tratamiento y a las 12 semanas (RVS).

Se recogieron muestras de sangre para los analisis descritos en 5.3.4 de todos los pacientes
incluidos en el estudio antes y después de los tratamientos (8 6 12 semanas en funcién del

régimen de AAD utilizado), asi como en RVS12 y en RVS48.
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Para el andlisis de lipoparticulas se evaluaron las muestras en el momento basal, tras completar

el tratamiento y en RVS48.

La cohorte se siguié de manera prospectiva durante 2 afios. Durante el seguimiento se evalué la
aparicion de eventos cardiovasculares (cardiopatia isquémica, accidente cerebrovascular agudo
y aparicion de vasculopatia periférica), asi como el inicio de tratamiento farmacolégico contra
la hipercolesterolemia, la hipertrigliceridemia y/o la DM. Se utilizé ademas la cohorte Sanitas

Data4Good (https://landing.sanitasweb.es/data/opendatacovid/) para investigar la prevalencia

de este tipo de medicaciones en otra cohorte de poblacién espafiola.

5.5 Tamaio de la muestra y potencia estadistica

Asumiendo un valor alfa de 0.05 y un efecto bilateral, con una potencia de al menos el 80% para
detectar una variacién longitudinal de 15 mg/dl en los TG plasmaticos, se calculé un tamaro

muestral de 83 pacientes.

5.6 Analisis estadistico:

Las variables descriptivas cuantitativas se expresaron en forma de media e intervalo de
confianza de la media al 95% o como media y rango intercuartilico. Las variables cualitativas se
expresaron como porcentaje. La normalidad de las variables se comprobd mediante el test de
Shapiro-Wilk. El test de la t de Student se utilizé para las distribuciones normales y la u de Mann-
Whitney para los datos no normales. Para la evaluacién de correlaciones se utilizé el coeficiente

de correlacidon de Pearson.

Para la evaluacién longitudinal se realizé un analisis por intencién de tratar, dado que algunos
pacientes no completaron el seguimiento de acuerdo con el protocolo del estudio. Todos los
pacientes que iniciaron el tratamiento con AAD fueron incluidos en el andlisis,
independientemente de las posibles pérdidas de seguimiento acontecidas antes de la

finalizacion del estudio.
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Los datos fueron modelados utilizando para ello modelos lineales mixtos (MLM) para 1) tener
en consideracidn la medicidn repetida de cada variable a lo largo del seguimiento y 2) valorar el
efecto de las covariables en la modificacidn de las variables a lo largo del tiempo. Estos MLM
fueron a su vez ajustados por edad y por uso de inhibidores de la proteasa dentro del régimen
de AAD. A partir de estos modelos se han obtenido diferentes valores de p, que representan la
variacion a lo largo del tiempo de cada variable para la cohorte entera (piong), las diferencias
seglin sexo (psex) Y los cambios longitudinales especificamente debidos al sexo (la interaccion

entre los modelos longitudinales y el sex0; Piong-sex)-

El nivel de significacion se ha establecido para un p valor inferior a 0.05. Todos los andlisis se han
realizado utilizando el paquete estadistico R (v. 4.1.2; R Core Team 2021) y los paquetes

apropiados.

5.7 Consideraciones éticas:

Todos los pacientes incluidos en el estudio otorgaron el correspondiente consentimiento
informado escrito previamente a su inclusiéon en el mismo. Este estudio ha sido evaluado y
aprobado por el Comité de Etica de la Investigacion de la Comunidad de Aragén (CEICA) con el

cédigo de estudio PI17/0390.
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6. RESULTADOS
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6. RESULTADOS

6.1 Caracteristicas de la cohorte:

Entre diciembre de 2017 y junio de 2019, 248 pacientes recibieron tratamiento con AAD por
infeccidon crénica por VHC. De estos, un total de 167 cumplieron todos los criterios de inclusidn
y ninguno de exclusidn, y aceptaron participar en el estudio. El flujograma completo puede verse

en la Figura 3.

Figura 3. Flujograma de inclusién de pacientes
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Todos los pacientes eran naive al tratamiento con AAD. El rango de edad de los pacientes
tratados fue de 21 a 88 afios, siendo las mujeres levemente mas mayores que los hombres (57.3

vs 53.3 afios; p=0.039).

En cuanto a los antecedentes personales, solamente 2 pacientes (1.20%) presentaban
antecedentes de eventos cardiovasculares. Valorando los factores de riesgo cardiovasculares,
51 pacientes (30.5%) presentaban al menos un factor de riesgo, siendo el mas prevalente la
hipertension arterial (22.2%), seguido por la diabetes (4.19%). Solo un 18% de los pacientes
presentaban tabaquismo activo en el momento del tratamiento, por un 13.8% que consumian

alcohol.

Respecto a los antecedentes familiares, la mayoria de los pacientes (73.1%) no presentaban
ningun antecedente familiar de eventos cardiovasculares. En cuanto a los que si los presentaban,
el mas prevalente fue la cardiopatia isquémica (18%) seguida de la vasculopatia periférica

(7.78%).

Teniendo en cuenta la situacién de la enfermedad hepdtica, mas de la mitad de los pacientes
presentaban un bajo grado de fibrosis (FO-F1) y solamente 16 (9.6%) presentaban cirrosis
hepatica. De estos 16 pacientes, 7 (4.19%) presentaban hipertension portal y solamente 1 (0.6%)

presentaba ascitis.

Todas las caracteristicas clinicas de la cohorte pueden verse en la Tabla 3.
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Tabla 3. Situacidn clinica y antecedentes de los pacientes

Todos N=167 Hombres N=88 Mujeres N=79 P valor
Edad 55.2 (12.4) 53.3(10.8) 57.3 (13.6) 0.039
Antecedentes personales
2 (1.20%) 1(1.14%) 1(1.27%) 1.000
de eventos CV
Accidente cerebrovascular 2 (1.20%) 1(1.14%) 1(1.27%) 1.000
Cardiopatia isquémica 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1.000
Vasculopatia periférica 1 (0.60%) 1(1.14%) 0 (0.00%) 1.000
Antecedentes familiares de
0.091
eventos CV
Ninguno 122 (73.1%) 69 (78.4%) 53 (67.1%)
Accidente cerebrovascular 2 (1.20%) 1(1.14%) 1(1.27%)
Cardiopatia isquémica 30 (18.0% 10 (11.4%) 20 (25.3%)
Vasculopatia periférica 13 (7.78%) 8 (9.09%) 5 (6.33%)
Factores riesgo CV 51 (30.5%) 26 (29.5%) 25 (31.6%) 0.900
Hipertension arterial 37 (22.2%) 19 (21.6%) 18 (22.8%) 1.000
DM 7 (4.19%) 5 (5.68%) 2 (2.53%) 0.448
Tabaquismo 0.077
No fumador 84 (50.3%) 37 (42.0%) 47 (59.5%)
Exfumador 30 (18.0%) 19 (21.6%) 11 (13.9%)
Fumador 53 (31.7%) 32 (36.4%) 21 (26.6%)
Consumo de alcohol 23 (13.8%) 16 (18.2%) 7 (8.86%) 0.128
) 24.9
Indice de masa corporal 25.0[22.6;27.1] | 25.0[23.4;27.1] 0.748
[22.0;27.3]
Perimetro abdominal 92.3(11.2) 93.3(10.1) 91.3(12.3) 0.446
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Fibrosis hepatica (kPa) 6.60 [5.40;10.2] | 7.00 [5.50;11.3] o 0.141
[5.15;8.80]
Fibrosis hepatica
0.384
(Elastografia)
F1 87 (53.4%) 41 (48.2%) 46 (59.0%)
F2 26 (16.0%) 13 (15.3%) 13 (16.7%)
F3 27 (16.6%) 16 (18.8%) 11 (14.1%)
F4 23 (14.1%) 15 (17.6%) 8 (10.3%)
Cirrosis hepatica 0.670
No 151 (90.4%) 79 (89.8%) 72 (91.1%)
Si, sin HTP 9 (5.39%) 6 (6.82%) 3 (3.80%)
Si, con HTP 7 (4.19%) 3(3.41%) 4 (5.06%)
Varices esofagicas 7 (4.19%) 3 (3.41%) 3 (3.80%) 1.000
Ascitis 1 (0.60%) 1(1.14%) 0 (0.00%) 1.000

CV: Cardiovascular; HTP: Hipertensién Portal; DM: Diabetes Mellitus
Las variables continuas se representan mediante la media (desviacidn estandar) o la mediana
[rango intercuartilico]. Las variables categdricas estan descritas mediante el nimero de casos

(porcentaje)

El genotipo mas frecuente fue el 1b, presente en el 37.6% de los pacientes, seguido del 1a
(30.3%) y del 4 (12.7%). Los tratamientos AAD mas utilizados fueron Sofosbuvir/Velpatasvir
(39.5%) y Glecaprevir/Pibrentasvir (38.9%). El 100% de las determinaciones de carga viral a 12
semanas tras el tratamiento fueron indetectables. Todos los datos relacionados con la infeccién

por VHC y su tratamiento pueden verse en la tabla 4.
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Tabla 4. Situacion basal de los pacientes en relacion con la infeccién por VHC

VELELIE Todos N=167 Hombres N=88 Mujeres N=79 P valor
0.909
Sofosbuvir/Velpatasvir 66 (39.5%) 36 (40.9%) 30 (38.0%)
Ledipasvir/Sofosbuvir 6 (3.59%) 3(3.41%) 3 (3.80%)
Glecaprevir/Pibrentasvir 65 (38.9%) 35(39.8%) 30 (38.0%)
Elbasvir/Grazoprevir 30 (18.0%) 14 (15.9%) 16 (20.3%)
Duracioén del tratamiento 0.848
12 semanas 96 (57.8%) 52 (59.1%) 44 (56.4%)
8 semanas 70 (42.2%) 36 (40.9%) 34 (43.6%)
Genotipo viral 0.352
1 5 (3.03%) 4 (4.65%) 1(1.27%)
1a 50 (30.3%) 29 (33.7%) 21 (26.6%)
1b 62 (37.6%) 31 (36.0%) 31 (39.2%)
2 4 (2.42%) 1(1.16%) 3 (3.80%)
2a/c 2 (1.21%) 0 (0.00%) 2 (2.53%)
3 16 (9.70%) 8 (9.30%) 8 (10.1%)
3a 2 (1.21%) 0 (0.00%) 2 (2.53%)
4 21 (12.7%) 10 (11.6%) 11 (13.9%)
4¢/d 2 (1.21%) 2 (2.33%) 0 (0.00%)
5 1(0.61%) 1(1.16%) 0 (0.00%)
Carga viral (log) 6.05 [5.36;6.54] | 6.11[5.62;6.53] | 5.89 [5.16;6.55] 0.199

Los datos estan descritos mediante la mediana [rango intercuartilico] y el nimero de casos

(porcentaje)
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6.2 Cambios longitudinales hepaticos:

En el seguimiento a un afno se observd una reduccién global en el valor total de bilirrubina
(piong<0.001). Sin embargo, se evidencié un efecto sexo-especifico, dado que en los hombres se
observé una disminucién de aproximadamente un 20%, mientras que la observada en las
mujeres apenas alcanzé el 5% (piongsex=0.032). También se vio un incremento en los valores de
albumina y pre-albumina durante el seguimiento (ambas piong <0.001). De nuevo, se ha
identificado un efecto sexo-especifico, dado que el aumento en varones fue de cerca del 25%,

mientras que el experimentado por las mujeres solo alcanzd el 5% (pPiong-sex=0.002).

Los valores de las enzimas hepaticas mejoraron significativamente desde el momento basal
hasta la RVS48 independientemente del sexo. La fosfatasa alcalina disminuyé de manera
constante a lo largo del seguimiento (ping<0.001) mientras que se observamos un abrupto
descenso para llegar a una tercera parte del valor basal en los valores de GGT, ALT y AST (Piong
<0.001 en los tres casos). Este descenso tuvo lugar principalmente durante el periodo de

tratamiento con los AAD.

Esta modificacién se ha visto acompafiada paralelamente con una reduccién en los indices no
invasivos de medicién de fibrosis hepatica (APRI y FIB-4), que también presentaron una pronta

mejoria (ambos ping<0.001) que persistié durante el tratamiento.

Todos estos cambios relacionados con el metabolismo y la funcién hepatica pueden verse en la

Tabla 5.
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Tabla 5. Cambios longitudinales en funcién del sexo de los pardmetros relacionados con la funcién y el dafio hepatico

Hombres Mujeres

Variable Basal post-T RVS12 RVS48 Basal2 post-T3 RVS124 RVS48 plong psex plong*sex

N=87 N=81 N=80 N=51 N=79 N=78 N=75 N=56

Bilirrubina 0.74 0.65 0.63 0.60 0.65 0.59 0.58 0.62

(mg/dL) [0.68;0.79] [0.59;0.70] [0.58;0.69] [0.53;0.67] [0.58;0.73] [0.54;0.65] [0.52;0.65] [0.54;0.71]  <0.001  0.006 0.032

Albumina 4.25 428 434 434 4.11 4.12 4.17 4.26

(g/dL) [4.17;4.32] [4.21;4.35] [4.28;4.41] [4.22;4.46] [4.04;4.18] [4.06;4.18] [4.10;4.23] [4.19;4.34] <0.001  0.002 0.611

Pre-albtmina 223 26.2 27.1 28.1 18.4 20.4 21.7 220

(mg/dL) [21.0;23.7] [24.7;27.6] [25.7;28.5] [26.0;30.1] [17.2;19.7] [19.3;21.5] [20.6;22.9] [20.5;23.5]  <0.001  <0.001 0.002

Fosfatasa al- 84.7 85.0 82.3 79.2 93.0 91.5 88.8 89.8

calina (U/L) [79.7;89.6] [79.7;90.4] [77.3;87.3] [74.2;84.2] [85.9;100] [84.8;98.2] [81.8;95.8] [82.2;97.4] <0.001  0.175 0.523
91.9 29.1 30.5 36.4 60.3 26.3 25.8 23.9

GGT (U/L) [66.6;117) [24.1;34.2] [24.9;36.2] [27.0;45.7] [46.5;74.1] [20.0;32.6] [20.9;30.7] [19.7;28.2]  <0.001  0.023 0.255
63.0 26.9 26.1 27.2 62.6 25.1 245 22.7

AST (U/L) [51.7;74.3] [24.3;29.4] [23.7;28.4] [23.1;31.2] [43.1;82.2] [22.1;28.1] [19.7;29.4] [20.8;24.7]  <0.001  0.379 0.786
81.7 23.9 215 245 62.7 20.9 19.3 15.8

ALT (U/L) [65.8;97.5] [20.3;27.5] [18.7;24.4] [17.7;31.4] [45.7;79.7) [16.3;25.6] [12.4;26.2] [14.0;17.5] <0.001  0.036 0.447
1.08 0.44 0.41 0.39 1.07 0.41 0.37 0.33

APRI (U/L) [0.73;1.42] [0.36;0.51] [0.33;0.49] [0.30;0.47] [0.59;1.55] [0.31;0.50] [0.27;0.47] [0.27;0.38] <0.001  0.465 0.772
2.54 1.92 1.92 1.76 2.99 2.13 2.07 2.06

FIB-4 (U/L) [2.03;3.06] [1.67;2.17] [1.66;2.17] [1.52;2.01] [2.23;3.76] [1.73;2.54] [1.72;2.43] [1.66;2.46]  <0.001  0.922 0.636

Los datos se muestran como media [intervalo de confianza al 95%]. plong: psex: plong*sex

6.3 Cambios longitudinales extra-hepaticos

Los niveles medianos de TG (TG), colesterol total (COLT), colesterol LDL y colesterol HDL se
elevaron significativamente durante el seguimiento para la cohorte completa (ping=0.003 para
los TG y piong<0.001 para COLT, LDL y HDL). Esta elevacién fue claramente visible ya al final del
tratamiento para el colesterol total y el colesterol LDL, y se mantuvo durante todo el

seguimiento (Figura 4).
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Figura 4: Cambios longitudinales en el perfil lipidico de los pacientes

Comparados con los hombres, las mujeres tuvieron unos niveles consistentemente inferiores de
TG (psex<0.001) durante el seguimiento. En cuanto a los niveles de HDL, se objetivd un efecto
dependiente del sexo, dado que el incremento en hombres fue muy superior al observado en
mujeres (15% vs 2.6% respectivamente, Piong-sex=0.018). Todos los datos relacionados con los

parametros del perfil lipidico pueden verse recogidos en la Tabla Suplementaria 1.

Durante el seguimiento, ni la glucosa ni la leptina presentaron cambios significativos respecto a
sus niveles basales (ping=0.077 y pPiong=0.099 respectivamente). Por el contrario, si que
observamos una reduccion significativa en los niveles de insulina (piong=0.005) (Figura 5), lo cual
se trasladd en una mejoria del indice de resistencia a la insulina (HOMA-IR) en el global de la
cohorte (piong=0.006). Las mujeres presentaron de manera consistente niveles mas altos de
leptina (psex<0.001) y mas bajos de HOMA-IR (psex=0.045) durante todo el curso del estudio,
aunque ninguno de estos parametros presenté cambios especificos por sexo durante el

seguimiento longitudinal. Los valores numéricos pueden verse en la Tabla Suplementaria 2.
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Figura 5. Cambios longitudinales en los niveles de glucosa, insulina y leptina

Los niveles de hierro sérico, ferritina y saturacién de transferrina descendieron
significativamente durante el seguimiento (todos piong <0.001), mientras que la transferrina no
presentd modificaciones (Figura 6). Comparados con los hombres, las mujeres tuvieron durante
el seguimiento niveles mas altos de transferrina (psex=0.003) y niveles mds bajos de hierro sérico
(psex=0.005), ferritina (psex<0.001) y saturacién de transferrina (psex<0.001). Ademas, también se
objetivé un efecto sexo-especifico en la magnitud de la reduccién de los niveles de saturacion
de transferrina (14% vs 2.1% para hombres y mujeres respectivamente, Piong-sex=0.025). Estos

datos pueden verse en la Tabla Suplementaria 3.
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Figura 6. Cambios longitudinales en el perfil férrico

Durante el seguimiento, hubo una reducciéon a nivel de toda la cohorte en los niveles de acido
folico (piong =0.029) y vitamina B12 (piong <0.001), acompainados por un aumento en los niveles
de homocisteina (piong =0.016). Ninguno de estos pardmetros presenté cambios en funcion del
sexo durante sus trayectorias longitudinales (Figura 7). Las cifras pueden visualizarse en la Tabla

Suplementaria 4.
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Figura 7. Cambios longitudinales en los niveles de acido félico, vitamina B12 y homocisteina

Por ultimo, se evalud el efecto del tratamiento con AAD en los pardmetros de coagulacién de
nuestra cohorte. El ratio internacional normalizado (INR), el tiempo parcial de tromboplasmina
(TPT), la actividad de protrombina (AP) y el fibrinégeno derivado se maodificaron
significativamente durante el seguimiento en la cohorte completa (todos piong<0.001). Sin
embargo, estos cambios ocurrieron en diferentes momentos del tiempo para cada variable
estudiada (Figura 8). El fibrindgeno derivado se incrementé durante el tratamiento con AAD,
mientras que el INR comenzé a disminuir en RVS12, de manera concomitante al aumento que
se producia en el TPT y en la AP. No se observaron modificaciones en funcion del sexo en estas

variables. Los datos completos pueden verse en la Tabla suplementaria 4.
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Figura 8. Cambios longitudinales en los pardmetros relacionados con la coagulacién

6.4 Analisis de lipoparticulas mediante DOSY-RMN y cromatografia

Del total de la cohorte se seleccionaron de manera aleatoria 83 pacientes (42 mujeres y 41
hombres) para el analisis de lipoparticulas mediante DOSY-RM. Al igual que en la cohorte
general, la mayoria presentaban niveles bajos de fibrosis (67.9% eran F1-F2), siendo solo un
12.3% F4 segun la elastografia. Los datos clinicos basales de la cohorte analizada mediante

DOSY-RM pueden verse en la Tabla 6.
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Tabla 6. Estado clinico y antecedentes de los pacientes incluidos en el analisis mediante

DOSY-RMN
Variable Todos N=83 Hombres N=41 Mujeres N=42
Edad 56.4 (10.8) 54.5 (9.60) 58.2 (11.7) 0.123
FRCV 25 (30.1%) 11 (26.8%) 14 (33.3%) 0.684
Hipertension 15 (18.1%) 5(12.2%) 10 (23.8%) 0.276
DM 3 (3.61%) 3(7.32%) 0 (0.00%) 0.116
Fumador 0.247
Nunca 48 (57.8%) 21 (51.2%) 27 (64.3%)
Ex-fumador 18 (21.7%) 12 (29.3%) 6 (14.3%)
Activo 17 (20.5%) 8 (19.5%) 9 (21.4%)
Consumo de alcohol |14 (16.9%) 10 (24.4%) 4 (9.52%) 0.130
indice de  masa
24.8[22.2;27.1] |25.0[23.8;27.0] |24.2[22.0;27.1] |0.387
corporal (kg/m?)
Perimetro abdominal
92.3(10.2) 93.8 (8.36) 90.8 (11.9) 0.330
(cm)
Cirrosis hepatica 1.000
No 75 (90.4%) 37 (90.2%) 38 (90.5%)
Si, sin HTP 5 (6.02%) 3(7.32%) 2 (4.76%)
Si, con HTP 3 (3.61%) 1(2.44%) 2 (4.76%)
Fibrosis hepdtica (kPa) | 7.40 [5.50;10.4] |8.05[6.00;11.4] |6.30[5.30;8.70] |0.061
Fibrosis hepatica
0.115

(elastografia)

F1

39 (48.1%)

14 (35.0%)

25 (61.0%)

F2

16 (19.8%)

9 (22.5%)

7 (17.1%)
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F3 16 (19.8%) 11 (27.5%) 5(12.2%)
FA 10 (12.3%) 6 (15.0%) 4 (9.76%)
Genotipo de APOE 0.491
E2 10 (12.5%) 7 (17.1%) 3 (7.69%)
E3 57 (71.2%) 28 (68.3%) 29 (74.4%)
E4 13 (16.2%) 6 (14.6%) 7 (17.9%)

FRCV: Factores de riesgo cardiovascular; HTP: Hipertension portal; DM: Diabetes Mellitus

Al igual que en la cohorte general, todos los pacientes eran naive y fueron tratados de acuerdo

con las guias de practica clinica vigentes. Las caracteristicas relacionadas con la infeccidn por el

VHC y el tratamiento antiviral de esta cohorte se encuentran detallados en la Tabla 7.

Tabla 7. Caracteristicas de la infeccién por VHC y de su tratamiento de los pacientes incluidos

en el analisis mediante DOSY-RMN

Variable

Todos N=83

Hombres N=41

Mujeres N=42

p-valor

Tratamiento para VHC 0.753
Sofosbuvir/Velpatasvir |34 (41.0%) 17 (41.5%) 17 (40.5%)
Ledipasvir/Sofosbuvir 5 (6.02%) 2 (4.88%) 3(7.14%)
Glecaprevir/Pibrentasvir [ 33 (39.8%) 15 (36.6%) 18 (42.9%)
Elbasvir/Grazoprevir 11 (13.3%) 7 (17.1%) 4 (9.52%)

Duracién del tratamiento 0.575
12 semanas 45 (54.2%) 24 (58.5%) 21 (50.0%)

8 semanas 38 (45.8%) 17 (41.5%) 21 (50.0%)

Genotipo viral 0.526
1 63 (75.9%) 33 (80.5%) 30(71.4%)

2 3 (3.61%) 1(2.44%) 2 (4.76%)
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3 8 (9.64%) 2 (4.88%) 6 (14.3%)

4 9 (10.8%) 5(12.2%) 4 (9.52%)

Carga viral (log) 6.05 [5.28;6.58] |6.30[5.60;6.65] |5.89 [5.20;6.56] |0.194

6.4.1 Niveles de colesterol, apolipoproteinas y TG séricos:

En esta cohorte se han observado, al igual que en la cohorte general, cambios significativos en
las concentraciones de colesterol total y colesterol LDL, con algunas diferencias entre hombres

y mujeres, como puede verse en la Tabla 8.

Tabla 8. Modificaciones en el perfil lipidico evaluados mediante técnica convencional de los
pacientes de la cohorte RMN

Variable

HOMBRES (n=40)

Basal

Fin de tratamiento

RVS 48 semanas

TG (mg/dl)

107 [86.5;128]?

109 [94.7;124]?

132 [105;158]°

Colesterol total (mg/dl)

191 [178;203]°

207 [193;222]>F

218 [202;233]°

Colesterol LDL (mg/dl)

122 [111;133]°

136 [125;148)°

138 [127;149]°

Colesterol HDL (mg/dl)

49.4 [45.7;53.0]°

49.5 [45.5;53.4]°

53.8 [49.3;58.2]*

APOE (mg/dl)

4.57 [4.09;5.05]°

4.27 [3.88;4.67]°

4.34 [3.92;4.76)°

APOA (mg/dl)

150 [141;158]*°

140 [134;147]°

161 [151;172]°

APOB (mg/dl)

92.1[83.3;101]°

99.7 [91.5;108]°

119 [108;131]°

MUJERES (n=43)

TG (mg/dl)

82.7 [68.8;96.6]°

87.6 [72.3;103)°

84.5[70.7;98.3]*

Total cholesterol (mg/dl)

192 [177;206]°

214 [197;231]°

211 [196;227]°

Cholesterol LDL (mg/dl)

111 [99.0;122]°

136 [122;149]°

131 [119;143]%®

Cholesterol HDL (mg/dl)

64.4 [59.2;69.5]*

61.1 [55.8;66.4]°

63.4 [58.6;68.2]*

APOE (mg/dl)

4.76 [4.37;5.15)°

4.40 [3.95;4.84]°

4.42 [4.01;4.83]°

APOA (mg/dl)

179 [165;193]°

153 [142;164]°

180 [167;194]°

APOB (mg/dl)

78.9 [69.7,88.0]°

89.9 [80.6;99.2]*°

104 [94.2;113]

Los datos estan presentados como media [Intervalo de confianza al 95%)]. Las medias que no
comparten una letra comun son diferentes de manera estadisticamente significativa (p<0.05,
ANOVA y test de Tukey para comparaciones multiples).

LDL: Low density lipoprotein; HDL: High density lipoprotein; APOE apolipoproteina E; APOA:
apolipoproteina A, APOB: apolipoproteina B
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6.4.2 Lipoparticulas y carga viral

Mediante el uso de la cromatografia y columnas de exclusién molecular, se ha obtenido un perfil
de las lipoparticulas. Para ello se han utilizado muestras de plasma combinadas de 4 pacientes
(2 hombres y 2 mujeres) para cada genotipo de APOE. La cantidad de ARN del VHC en cada
fraccion se midié mediante PCR en tiempo real. El andlisis de las lipoproteinas mostré que el
VHC sélo se presentaba en la region VLDL y no se detecté carga viral asociada a otras
lipoproteinas (Figura 9). Curiosamente, el pico de elucién de estas particulas que contenian ARN
del VHC coincidia con las fracciones mas enriquecidas en APOE, lo que sugeria la presencia del

virus en VLDL enriquecidas en APOE.

Figura 9. Perfil basal de lipoproteinas y su relacién con particulas virales, en funcién del sexo.

6.4.3 Evaluacién de lipoparticulas por DOSY-RMN

Mediante el andlisis por DOSY-RMN (LipoScale®) se han evaluado las lipoparticulas VLDL, LDL y

HDL. A su vez, cada una de las tres poblaciones se ha subdividido en tres subclases (particulas
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grandes, medianas y pequefias). Para cada clase y subclase se cuantificaron el nimero total de
particulas, asi como el tamafio medio. También se midid la concentracion de TG en las diferentes

clases.

Como puede verse en la Tabla 9, se produjo un aumento significativo en el nimero de particulas
LDL, lo que es congruente con el aumento observado de la concentracion de colesterol LDL en

suero medida por la técnica de bioquimica convencional.

En cuanto a las diferentes subclases, podemos ver que hubo un aumento significativo del
numero de particulas LDL pequefas y medianas. También de las LDL grandes, aunque en este
caso sin alcanzar la significacion estadistica. El aumento de las tres subpoblaciones es similar en
términos porcentuales: 9.7% para las particulas LDL grandes, 14.6% para las particulas LDL
medianas y 10.0% para las particulas LDL pequeiias. Estas modificaciones, semejantes en los tres
grupos, dieron como resultado que el tamafio medio de las particulas LDL no sufriera variaciones

significativas.

Tabla 9. Caracteristicas de las lipoparticulas y parametros relacionados con el
metabolismo de la glucosa

Variable Basal

Fin de tratamiento RVS 48 semanas

Metabolismo glucidico

Glucosa (mg/dl)

101 [97.7;104]°

98.0 [95.5;101)®

97.5[95.3;99.7]*

Insulina

10.3 [8.98;11.6]°

9.21[8.22;10.2]*

8.48 [7.41;9.56]*

HOMA

2.64 [2.26;3.01]*

2.27 [2.00;2.54]>F

2.08[1.79;2.37]°

Contenido en colesterol

VLDL

11.3[9.11;13.4]°

11.6 [9.64;13.7]*

13.5[11.1;16.0]>*

LDL

122 [115;128]°

137 [130;144]°

136 [129;143]~¢
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HDL

53.1[49.6;56.7]*

52.3 [48.9;55.7]*

54.2 [50.9;57.6]*

Contenido en TG

VLDL 54.6 [46.6;62.7]° 57.3[50.2;64.4)° 67.3 [53.6;81.0]°
LDL 16.5[15.2;17.9]° 17.3[16.0;18.5]° 17.0[15.7;18.3]°
HDL 18.9[17.0;20.8]* 15.3 [14.2;16.4]° 15.6 [14.2;17.0]*¢

Numero de particulas

VLDL total (nmol/I)

39.6 [33.9;45.3]*

41.4 [35.9;46.9]°

48.5 [39.5;57.5]*#

VLDL grandes
(nmol/1)

1.06 [0.94;1.18]°

1.07 [0.95;1.19]°

1.21[1.05;1.38]°

VLDL medianas
(nmol/I)

3.95[2.91;4.99]*

4.32 [3.74;4.90]*

5.36 [3.45;7.27]*

VLDL pequenas
(nmol/1)

34.6 [29.8;39.5]*

36.0 [31.1;41.0]*

41.9 [34.5;49.4]*

LDL total (nmol/I)

1238 [1179;1297]°

1379 [1310;1448]°

1396 [1323;1469]°¢

LDL grandes
(nmol/1)

175 [166;184]°

192 [183;201]°

184 [176;193]>F

LDL medianas
(nmol/I)

383 [352;414)°

439 [406;472]°

435 [401;468]"¢

LDL pequefias
(nmol/1)

680 [652;708]°

748 [711;784]°

777 [733;822]°*

HDL total (umol/I)

27.9[26.4;29.5)*

27.2[25.8;28.6)*

28.2[26.8;29.6]*

HDL grandes

0.27 [0.25;0.28]°

0.26 [0.25;0.27]°

0.26 [0.25;0.27]®

HDL medianas

9.78 [9.23;10.3]*

9.14 [8.70;9.58]°

9.07 [8.64;9.49]"¢

HDL pequefias

17.9 [16.8;19.0]*

17.8 [16.7;18.8]*

18.9[17.8;20.0]*
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Tamafio medio de las particulas

VLDL (nm) 42.0[41.9;42.1]° | 42.1[42.1;42.2]* | 42.1[42.0;42.2]°
LDL (nm) 21.1[21.0;21.2)* | 21.1[21.1;21.2]* | 21.0[21.0;21.1]
HDL (nm) 8.30[8.28;8.32]* | 8.28[8.26;8.30]** | 8.25[8.23;8.27]

Los datos estdn presentados como media [Intervalo de confianza al 95%)]. Las medias
gue no comparten una letra comun son diferentes de manera estadisticamente
significativa (p<0.05, ANOVA y test de Tukey para comparaciones multiples).

HOMA: Homeostatic model assessment; VLDL: Very Low density lipoprotein; LDL: Low
density lipoprotein; HDL: High density lipoprotein.

*, p=0.08 para la comparacién entre basal y RVS48 semanas.

#; p=0.09 para la comparacion entre basal y RVS48 semanas.

En la Figura 10 se pueden observar los cambios longitudinales en la concentracién de LDLy en
las caracteristicas de sus particulas. Como puede verse, los pacientes parten de valores por
debajo de la normalidad. El incremento observado durante el seguimiento hizo que los pacientes
alcanzaran niveles en rango de normalidad, pero sin llegar a un punto que suponga un aumento

del riesgo cardiovascular.
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Figura 10. Variacion en los niveles de LDL colesterol, particulas LDL, tamafo medio de las

particulas LDL y nimero de particulas LDL pequefias en funcién del sexo.

Se evalud la variacion del marcador sustitutivo de la resistencia a la insulina, HOMA, y sus
componentes, la glucosa y la insulina, desde el inicio hasta un afio de seguimiento (Tabla 12).
Tanto la glucosa como la insulina mostraron trayectorias de descenso tras la erradicacion del
VHC, lo que dio lugar a un fuerte y significativo descenso del HOMA (-22%) durante el

seguimiento.

En cuanto a las caracteristicas de las lipoproteinas, las VLDL mostraron un aumento significativo
respecto al valor basal del colesterol transportado en su interior (+19%), al igual que las LDL
(+11%). Sin embargo, no se observaron cambios en su carga de TG. Este aumento del colesterol
se reflejé en cambios en el nimero de particulas circulantes de VLDL (+22%) y LDL (+13%). Al
final del seguimiento, esos cambios se tradujeron en un aumento significativo de la mediana del

tamafio de las particulas de VLDL. En cambio, durante el seguimiento se observé una
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disminucién de la carga de TG transportados en las HDL (-18%) sin cambios en la cantidad de
colesterol. Esta deplecion de TG produjo una disminucidn significativa del nUmero de particulas

HDL medianas circulantes (-8%) y una disminucion del tamafio mediano de estas particulas.

Por otra parte, en la Figura 11 se puede ver como los niveles de TG en las particulas HDL
parten de niveles basales elevados, que se normalizan tras el tratamiento erradicador. Esto
mismo ocurre con el tamafio medio de las particulas HDL, que también disminuye hasta

alcanzar valores normales.

Figura 11. Tamano medio y contenido en TG de las particulas HDL de acuerdo con el sexo.

Por ultimo, investigamos la asociacién entre el HOMA y la cantidad de lipidos (colesterol o TG)
transportados por las lipoproteinas. La Figura 12A muestra una correlacién positiva entre el
colesterol VLDL y el HOMA. Por otra parte, se encontré una asociacién positiva entre HOMA y
todas las medidas de TG, tanto con los TG circulantes totales como con los TG transportados en

VLDL, LDLy HDL (Fig. 12B).
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Figura 12. Correlaciones entre el indice HOMA y los componentes lipidicos de las lipoparticulas

6.5 Eventos clinicos durante el seguimiento

Se evaluaron la aparicién, durante los dos afios posteriores a la inclusiéon en el estudio, de
eventos cardiovasculares (accidente cerebrovascular agudo, cardiopatia isquémica y/o
vasculopatia periférica). Igualmente se recogieron los diagndsticos de DM, hipercolesterolemia

y/o hipertrigliceridemia y el inicio de tratamiento farmacoldgico para dichas patologias.

Durante el seguimiento, dos pacientes presentaron un evento cardiovascular (1 infarto agudo
de miocardio y 1 evento cardiovascular agudo). En cuanto a los nuevos diagndsticos, 6 pacientes
(3.59%) presentaron un diagndstico de diabetes, 29 (17.4%) de hipercolesterolemia y 6 (3.59%)
de hipertrigliceridemia. Complementariamente, 8 pacientes (4.79%) iniciaron tratamiento
antidiabético, 25 (15%) lo hicieron con estatinas y 5 (2.99%) iniciaron un fibrato como
tratamiento para la hipertrigliceridemia. Esto incluye a aquellos pacientes con un diagndstico

previo al inicio del estudio que durante el desarrollo de este requirieron iniciar tratamiento
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farmacolégico por esta patologia. Como puede verse en la Tabla 10, no se observaron

diferencias en funcién del sexo en estos eventos.

Tabla 10. Eventos clinicos e inicios de tratamiento durante los 2 afios de seguimiento

Variable Todos (N=168) | Hombres (N=88) Mujeres (N=80) p-valor

6 (3.59%) 3 (3.41%) 3 (3.80%) 1.000
Hipercolesterolemia 29 (17.4%) 11 (12.5%) 18 (22.8%) 0.122
Hipertrigliceridemia 6 (3.59%) 2 (2.27%) 4 (5.06%) 0.423
Eventos CVs 2 (1.20%) 1(1.14%) 1(1.27%) 1.000

Inicio de tratamiento

25 (15.0%) 11 (12.5%) 14 (17.7%) 0.467
con estatinas
Inicio de tratamiento

5(2.99%) 1(1.14%) 4 (5.06%) 0.190
con fibratos
Inicio de tratamiento

8 (4.79%) 3(3.41%) 5(6.33%) 0.478

antidiabético

DM: Diabetes mellitus; CVs: Cardiovasculares

Al evaluar los posibles factores predictores para el desarrollo de estos eventos, ninguna variable
clinica resultd significativa, incluyendo el sexo (p=0.189), el tipo de tratamiento con AAD
(p=0.771), el diagndstico de cirrosis hepatica (p=0.385) o el grado de fibrosis hepatica medido
por elastografia (p=0.682). Si que se observd sin embargo que aquellos pacientes que
desarrollaron durante el seguimiento alguno de los tres factores de riesgo cardiovascular
evaluados (DM, hipercolesterolemia y/o hipertrigliceridemia) presentaban niveles basales mas
elevados de algunas variables bioquimicas. Estos parametros fueron el colesterol total (206
[178;240] vs 176 [149;198], p<0.001), el colesterol LDL (131 [104;160] vs 104 [85.0;120],

p<0.001), los TG (98.5 [72.0;124] vs 79.0 [61.0;111], p=0.024) y la apoB (96.5 [78.3;122] vs 77.0
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[60.5;92.2], p<0.001). Por el contrario, no se observaron diferencias en los niveles basales de

glucosa (p=0.121), insulina (p=0.275), colesterol HDL (p=0.199) ni apoA (p=0.240).

Para evaluar la magnitud de estos cambios observados se utilizé la cohorte Sanitas Data4dGood
para comparar los datos de nuestra cohorte con una poblacidn de referencia espafiola. Como
puede verse en la Figura 13, no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre

ambas cohortes en el porcentaje de individuos con tratamiento hipolipemiante (p=0.264).

Figura 13. Comparativa en el porcentaje de uso de tratamiento hipolipemiante entre la
cohorte del estudio y una cohorte de referencia
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7. DISCUSION



Presiento que este es el inicio de una gran amistad
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7. DISCUSION

7.1 Introduccion

En este estudio, los AAD para la erradicacién del VHC en pacientes sin tratamiento previo se
asociaron a un aumento de los niveles de lipidos plasmaticos y de la homocisteina, a una mejora
del control glucémico y de la homeostasis del hierro, asi como a una reducciéon de AP durante el
primer ano después del tratamiento. Estos cambios se produjeron en ambos sexos. Se
observaron 2 nuevos episodios cardiovasculares no mortales durante los 2 primeros anos de

seguimiento de una cohorte de 167 individuos con una edad media de 55.2 afios.

La llegada de los AAD, con tasas de curacion del 95-100%, cambié el paradigma de la
enfermedad. A pesar de su altisima eficacia en la erradicacidn de la infeccidn, el efecto de este
tratamiento y de la curacién del virus sobre el metabolismo del huésped sigue siendo una
cuestion no del todo aclarada. Varios estudios han intentado evaluar el impacto del tratamiento
con AAD, con resultados dispares. La mayoria de los estudios realizados son retrospectivos, lo
gue supone una importante limitacion. Ademas, la inclusién de poblaciones especiales
(pacientes coinfectados por VIH/VHB, pacientes cirrdticos, receptores de trasplantes, etc.)

puede dar lugar a resultados sesgados.

7.2 Cambios en el metabolismo

Por lo tanto, nuestro estudio pretendia identificar con la mayor pureza posible el efecto del
tratamiento antiviral y la erradicacidn de la infeccidn por el VHC. Por este motivo, se excluyeron
del estudio los pacientes coinfectados, con consumo abusivo de alcohol, con otras causas de
hepatopatia, trasplantados o no naive, asi como los que recibian tratamientos hipolipemiantes
o neurolépticos. Aunque no fue un criterio de exclusién, la proporcién de pacientes con
enfermedad hepatica avanzada en nuestra cohorte es muy baja (9,6%). Ademas, nuestro estudio

es uno de los que tiene un seguimiento mas prolongado. Esto permite verificar la temporalidad
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y la persistencia o no de los cambios observados en las primeras fases del seguimiento. Los
cambios tempranos podrian ser un efecto directo de los tratamientos con AAD, mientras que
los cambios a medio y largo plazo podrian explicarse por la erradicacion del VHC y la mejoria del

estado del higado.

Se han establecido claramente las alteraciones en el perfil lipidico de los pacientes infectados
por el VHC. Estos cambios se deben a la interaccién entre el VHC y las vias de sintesis de
colesterol del huésped. El virus secuestra estas vias para su propio ciclo replicativo (34,35),
provocando asi cambios en el metabolismo basal del paciente. Estas alteraciones del
metabolismo lipidico conducen a un mayor riesgo de ECV en los pacientes infectados por el VHC,
con un aumento de la morbilidad y la mortalidad por causas extrahepaticas (36,37). En nuestro
estudio, todos los pardmetros lipidicos aumentaron tras la erradicacion del VHC. El colesterol
total y el colesterol LDL fueron los que mostraron un aumento mas temprano y pronunciado.
Debido a su importancia y a su aparicidén justo después de los tratamientos con AAD, este
fendmeno ha sido el mas facil de identificar en todos los estudios, incluidos los retrospectivos,
con un seguimiento corto o con poblaciones heterogéneas. Este hallazgo fue descrito
inicialmente por Meissner et al en 2015, en un estudio retrospectivo con un tamafio muestral
de 54 pacientes, pero que les permitié observar un aumento significativo en los niveles de LDL
séricos. Posteriormente estos hallazgos se intentaron confirmar en andlisis post hoc de los
ensayos clinicos disponibles, como son los trabajos de Inoue et al (149) y de Townsend et al
(164). Cabe destacar que el estudio de Inoue et al no confirmé la elevacién de los niveles de

colesterol LDL tras la curacion, cosa que si hizo el grupo de Townsend.

Las primeras series prospectivas, como son la de Ichikawa et al (169) y Gitto et al (159) se
realizaron con tamafios muestrales reducidos (39 y 100 pacientes respectivamente) y con un

seguimiento a 6 meses. La principal limitacién de la serie de Gitto et al es que solo aporta
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resultados de colesterol total, mientras que el trabajo de Ichikawa no observé diferencias en

triglicéridos ni colesterol HDL.

En cuanto a caracteristicas relacionadas con el propio virus, varios estudios han centrado su
investigacion exclusivamente en pacientes con genotipo 1 (Sun et al(151), Ichikawa et al(169) y
Cheng et al(196) de entre las series prospectivas). Sus resultados no fueron diferentes a los
descritos en poblaciones con genotipos diferentes, por lo que no parece que haya un efecto

dependiente del genotipo que afecte a las modificaciones del perfil lipidico.

Quizas la principal limitaciéon general de los estudios publicados hasta la fecha es el tiempo de
seguimiento. Los seguimientos inferiores pueden hacer que solo se lleguen a observar los
cambios secundarios al tratamiento con AAD propiamente dicho, mientras que modificaciones
secundarias a la recuperacion de la funcién hepatica tras la erradicacion del virus podrian pasar

desapercibidas, ya que podrian aparecer tras una ventana de tiempo superior.

Solamente uno de los estudios prospectivos alcanza el aiflo de seguimiento, el publicado por
Gonzalez-Colominas et al(154). En este estudio, con un 50% de pacientes con cirrosis hepatica,
se observo un aumento de los niveles de colesterol total, colesterol HDL y colesterol LDL, pero

no evaluaron los niveles de triglicéridos.

A su vez, estos resultados fueron explorados en algunas poblaciones especificas, como por
ejemplo en pacientes trasplantados. El estudio de Beig et al(160) observé resultados muy
similares a los descritos en pacientes no trasplantados, con aumento de los niveles de LDL y del

colesterol total.

Por otro lado, los TG y el colesterol HDL mostraron aumentos menos bruscos y mas graduales.
Ademads, en ambos casos se observd un efecto dependiente del sexo, siendo el aumento
principalmente en los hombres. Teniendo en cuenta el HDL, estos resultados coincidieron con

los observados por Inoue et al (149), Gonzalez-Colominas et al (154) y Shimizu et al (170), todos
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ellos estudios de seguimiento prolongado (48 semanas). Curiosamente, los estudios que no
informaron de diferencias, como los de Cheng et al (171), Jain et al (172) e Ichikawa et al (169),
tuvieron seguimientos mas reducidos (< 6 meses). En cuanto a los TG, sélo los estudios de Doyle
et al (168) y Cheng et al (171) observaron un aumento de los niveles séricos como en nuestro
estudio. De nuevo, es probable que las diferentes metodologias de los estudios hayan influido
en la disparidad de los resultados de los estudios anteriores. La mayoria de los estudios en los
gue no se observaron cambios en los niveles de TG tienen tamafnos de muestra reducidos [39
pacientes en Ichikawa et al (169), 70 en Shimizu et al(170), 80 en El Sagheer et al(167)]. En
nuestro trabajo hemos excluido a aquellos pacientes con coinfeccién por VIH. Esto se debe a
gue los tratamientos antirretrovirales para el VIH pueden provocar cambios significativos en los
niveles de TG, que podrian haber enmascarado los cambios debidos al tratamiento del VHC. Sin
embargo, algunos de los trabajos con mayor tamafio muestral(163, 166) si que incluyeron a este
grupo de pacientes, suponiendo un porcentaje significativo del total de la cohorte (30% y 60%;
respectivamente). Por ultimo, los trabajos de Inoue et al(149) y Mauss en al(166), con tamafios
muestrales mas amplios tenian un disefio retrospectivo, lo que también supone una importante

limitacion.

Los cambios en el metabolismo de la glucosa y la insulina que observamos en nuestro estudio
fueron similares a los descritos previamente en la literatura (160, 197, 198). De manera similar
a estos estudios antes comentados, en nuestros pacientes no observamos una reduccion de los
niveles de glucosa en suero, pero si vimos una reduccion de los niveles de insulina. Hay que tener
en cuenta que la glucemia como pardmetro aislado tiene un valor limitado, especialmente
cuando se determina de manera puntual como en nuestro estudio. Estos resultados son
similares a los que encontrd el grupo de Thompson et al (199), que fue el trabajo que establecié
estos hallazgos. A pesar de la ausencia de cambios significativos en los niveles de glucosa, las

modificaciones si que se reflejaron en una mejora significativa del indice HOMA-IR. Al igual que
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con el metabolismo de los lipidos, algunos estudios previos no han encontrado tales cambios
(163, 168, 200). Esto puede explicarse, al menos en parte, por un efecto dependiente del
genotipo, segln el cual se produce una mejora en el metabolismo de los carbohidratos en
aquellos pacientes infectados por el genotipo 1 del VHC (199). Aproximadamente un 70% de los
pacientes de nuestra cohorte estaban infectados con este genotipo, lo que puede explicar por

gué nosotros si que observamos estos cambios.

La relacidn entre la vitamina B12 y la enfermedad hepatica se ha descrito previamente (102,
201, 202). Varios estudios han postulado que los niveles elevados de B12 son un posible
marcador de enfermedad hepatica avanzada o de hepatocarcinoma (97, 101). Esta relacion
también se ha observado en pacientes con infeccidn crénica por el VHC y se ha descrito la
interaccion de la vitamina B12 con el ciclo de replicacion del VHC (113). En estos pacientes, los
niveles mas altos de B12 se asociaron con niveles mas avanzados de fibrosis hepatica. Nuestros
resultados muestran una marcada disminucion de los niveles de B12 tras el tratamiento con AAD
paralela a la mejora del dafio hepatico, reflejada en la disminucién de los marcadores de dafo
hepatico durante el seguimiento y la mejora de los indices APRI y FIB-4, tal y como se ha descrito
previamente (203). De forma similar a la vitamina B12, el metabolismo del hierro se ve
modificado por la infeccién por el VHC, pero también influye en su ciclo de replicacion (204). La
infeccidn por el VHC reduce los niveles de hepcidina, lo que altera el metabolismo del hierro
(205). Ademas, la ferritina es un marcador inflamatorio que se eleva durante la infeccién crénica
(205). Nuestros resultados mostraron un cambio en el perfil férrico, con una normalizacion

generalizada de los parametros, especialmente de la ferritina.

7.3 Analisis de las caracteristicas de las lipoparticulas:

Como ya se ha expuesto previamente, diferentes estudios prospectivos han demostrado que la
curacion del VHC produce una reduccién en el riesgo cardiovascular, con una disminucién en el

numero de eventos (206, 207). Sin embargo, esto ocurre a pesar de un aumento marcado en el
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colesterol total y en el colesterol LDL, lo que supone, a priori, un empeoramiento del perfil
lipidico y un aumento del riesgo cardiovascular (162, 208). Por el contrario, otros factores, como
la mejoria de la resistencia a la insulina y la desaparicién de la situacién inflamatoria provocada
por la infeccion crénica por el VHC participan en la balanza a favor de la disminucién del riesgo

cardiovascular.

Dada la contradiccién entre el aumento de los niveles de colesterol total y, sobre todo LDL, y la
reduccion del riesgo, parece de especial interés la evaluacién en profundidad de las
caracteristicas de las lipoparticulas y sus modificaciones en tamafio y contenido tras el

tratamiento erradicador del VHC.

Los pocos estudios que han evaluado las caracteristicas de las lipoparticulas han utilizado
técnicas de ultracentrifugacion y estandarizacién por APOB para el andlisis. Meissner et al (75)
investigaron el efecto del tratamiento con sofosbuvir y ribavirina en los lipidos, tanto periféricos
como hepdticos, en 24 pacientes con infeccién crénica por VHC, todos ellos genotipo 1.
Encontraron que la concentracién de particulas LDL y su tamafio aumentaban durante la terapia,
mientras que la concentracién de TG y el tamafo de las particulas VLDL disminuia. De manera
similar, Wheeler et al (209) describieron que, en pacientes coinfectados por VIH, la infeccién por
el VHC se asociaba de manera independiente con niveles mds bajos de particulas LDL y HDL
pequefias. Mas recientemente, Cheng et al (196) observaron que no se producian variaciones
netas en el contenido de TG y colesterol transportado por las particulas HDL un afio después del
tratamiento erradicador. Hay que destacar que en este trabajo no se cuantifica el tamaiio de las
lipoparticulas. Sin esta medida, no puede obtenerse una imagen completa de las dindmicas del

metabolismo lipidico tras la curacion del VHC mediante AAD.

Nuestro hallazgo mas resefiable en el analisis de las lipoparticulas es quizas la observacion de la
reduccion del contenido en TG transportado por las particulas HDL tras la terapia erradicadora

y durante todo el seguimiento. El contenido en TG de las particulas HDL ha demostrado ser un
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marcador independiente de riesgo cardiovascular, normalmente relacionado de manera directa
con la concentracién de TG séricos (186, 210, 211). Sin embargo, en nuestro trabajo, es notable
que el descenso en los TG-HDL se ha producido a pesar de que no se observa una modificacion
significativa de los TG séricos. Esto podria indicar que este descenso es debido a un reajuste en
el metabolismo lipidico del paciente tras la eliminacion del VHC y no a una disminucién en los

niveles totales de TG.

Ademas, los niveles altos de TG-HDL se han relacionado con un aumento en la resistencia
insulinica y un riesgo aumentado de la aparicidn de diabetes (212-214). En este sentido, hemos
observado una correlacién directa entre la cantidad de TG transportado en las diferentes clases
de particulas (VLDL, LDL y HDL) y el indice HOMA. En contraste con nuestros resultados, Cheng
et al no encontraron ninguna correlacion entre el contenido en TG en las diferentes clases de
particulas y los niveles de glucosa o el indice HOMA. Esta diferencia puede deberse a varios
factores, incluyendo la etnia, el desbalance en la proporcién de pacientes de ambos sexos o a la
diferente técnica utilizada para la evaluacién de las lipoparticulas (ultracentrifugacion vs DOSY-

RM).

Nuestra hipdtesis es que el VHC secuestra el metabolismo lipidico del paciente a nivel hepatico,
para la produccidn de particulas virales y su liberacion como lipoparticulas virales enriquecidas
en APOE, alterando con ello el intercambio de productos lipidicos normal. Esta disrupcion
provoca 1) una reduccién en el contenido de colesterol de las particulas VLDL y LDL y una
reduccion en el numero de dichas particulas 2) un remodelado de las particulas HLD hacia una
sobrecarga de TG en las mismas, para compensar la reducida capacidad de transporte de lipidos
de las VLDL. Estas alteraciones en la funcionalidad de las lipoproteinas se asocian con un
empeoramiento de la tolerancia a la glucosa y la resistencia a la insulina. La erradicacién del VHC
mediante el tratamiento con AAD aumenta la secrecidn de particulas VLDL funcionales y

cargadas de colesterol. Consecuentemente, ya no se producen esas particulas HDL
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sobrecargadas de TG, dado que ya no son necesarias, y la reduccidn de estas lipoparticulas
deletéreas reduce el HOMA, como un marcador subrogado de la resistencia a la insulina. Esta
hipétesis concuerda con la nocidn de que el aumento de la esteatosis pancredtica (acumulacion
de colesterol en las células beta pancreaticas) modulada por las alteraciones de las lipoparticulas
(como un incremento en la proporcién de lipoparticulas ricas en TG) podria ser un factor de
riesgo para el desarrollo de DM (215-217). Por lo tanto, un aumento en la eliminacién de los
depdsitos tisulares de colesterol (a nivel de higado y pancreas) tras la curacién del VHC, mediado
por las modificaciones de las lipoparticulas (menos TG en HDL, mas colesterol en VLDL) podria
ser uno de los mecanismos envueltos en la mejoria de la resistencia a la insulina en estos

pacientes.

Para resumir nuestros principales hallazgos, los pacientes con infecciéon crénica por el VHC
presentaron niveles mas bajos que la poblacién sana de colesterol sérico (especialmente LDL)
mientras que, tras la erradicacién del VHC tanto los niveles de colesterol como de TG
aumentaron. Sin embargo, este aumento debe considerarse como una vuelta a los valores
normales segun el sexo y la edad. Asi, los valores medios de colesterol total fueron de 210y 215
mg/dl para hombres y mujeres, respectivamente, en nuestra cohorte tras un afio de
seguimiento. Estos valores estan en consonancia con los de 206 y 214 mg/dl para hombres y
mujeres en la franja de edad de 45-64 afios, segun el estudio ENRICA (218), uno de los mayores
datos poblacionales nacionales sobre lipidos plasmaticos en Espafia. Ademds, aunque el 15% de
los pacientes iniciaron tratamientos hipolipemiantes, este porcentaje no difiere de la
prevalencia de uso de medicacidn hipolipemiante entre la poblacidn general emparejada por

edad y sexo.

Ateniéndonos al andlisis de las lipoparticulas, los resultados principales son que no hay un
aumento exagerado de las particulas de mayor potencial aterogénico (especialmente las LDL

peqguefias) con respecto a las demas y que los niveles, al igual que lo explicado previamente,
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ascienden solo hasta alcanzar el rango de la normalidad de acuerdo con la edad y sexo de los
pacientes. Los cambios mas destacados observados en la composicién de dichas lipoparticulas
son la disminucién en el contenido en TG en las particulas HDL y el aumento en el contenido en
colesterol, sobre todo en las VLDL. Ademas, el contenido en TG de las diferentes lipoparticulas
se correlaciona con el indice HOMA. Estos cambios sugieren que las modificaciones en las
caracteristicas de las lipoparticulas que se provocan cuando se elimina el VHC podrian explicar
parte de la mejoria en la resistencia insulinica. Ademas, estos cambios descritos explican por
gué el aumento en colesterol total y LDL no provoca un aumento en el riesgo cardiovascular de

los pacientes.

Este trabajo tiene varios puntos fuertes. Los dos primeros son su disefio prospectivo y el tamafiio
de la muestra (que se encuentra bien balanceada en términos de inclusion de hombres y
mujeres) para el tipo de estudio que se trata. Ademas, se trata de una cohorte sin coinfecciones
(ni VHB ni VIH), con criterios de seleccidn estrictos para evitar posibles factores de confusion y
un porcentaje muy bajo de pacientes con cirrosis. También es muy importante el largo tiempo
de seguimiento, que ha permitido evaluar los cambios a largo plazo. En cuanto a la metodologia,
este trabajo es el primero en utilizar la tecnologia basada en RMN para la evaluacién de las
lipoparticulas en pacientes con infeccidn crénica por el VHC. Esto nos ha permitido describir
cambios cualitativos en las lipoproteinas de los pacientes tras la erradicacién del VHC. También
tiene algunas debilidades: Se trata de un estudio unicéntrico, por lo que puede haber algin
sesgo de inclusion. La fibrosis solo se ha evaluado mediante métodos no invasivos y no se ha
realizado biopsia hepatica. Sin embargo, la biopsia también presenta limitaciones como gold
estandar, ya que solo se evalla una pequeiia fraccidn del tejido hepatico, lo que puede conllevar
una sobre o infraestimacion de la fibrosis. Finalmente, no se ha dispuesto de un grupo control
estrictamente hablando, pero debido a la efectividad del tratamiento con AAD, no era ético

privar de dicho tratamiento a ninglin grupo de pacientes.
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8. CONCLUSIONES



Lo que hacemos en la vida, tiene su eco en la eternidad
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8. CONCLUSIONES

1. Los pacientes con infeccidn crénica por el VHC presentan niveles mas bajos que la
poblacién sana de colesterol y TG. Tras el tratamiento erradicador, el colesterol total y
LDL aumenta en ambos sexos, mientras que los TG y el colesterol HDL lo hace solo en
hombres.

2. La erradicacion del VHC provoca una disminucién del HOMA-IR merced a una
disminucién en los niveles séricos de insulina, independientemente del sexo.

3. Los cambios analiticos observados tienen repercusién clinica, provocando el inicio de
tratamiento hipolipemiante en un 15% de los pacientes, aunque estos datos son
similares a los de poblaciéon de referencia.

4. La curacidn del VHC provoca modificaciones las caracteristicas de las, con un aumento
del contenido en colesterol transportado en las lipoproteinas y un descenso en el
contenido en TG, sobre todo en HDL, que se correlaciona con un descenso en el indice
HOMA.

5. Los cambios cualitativos observados en las lipoproteinas podrian explicar parte de la
reduccion de la resistencia insulinica y del riesgo cardiovascular evidenciado tras la

curacion del VHC.
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Proyecto Investigacion Biomédica

C.P. - C.I. PI17/0390
27 de diciembre de 2017
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Investigador Principal: José Miguel Arbonés Mainar, 1ACS
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Version documento de informacién y consentimiento: Version 03 (18/12/2017)
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ANEXO 1l METODOLOGIA DE LA DETERMINACION DE CARACTERISTICAS DE LAS PARTICULAS
LIPOPROTEICAS MEDIANTE LIPOSCALE
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LIPID PROFILING WITH NMR

Biosfer offers lipid profiling services for serum, plasma and lipoprotein fractions samples using
proton nuclear magnetic resonance (1H-NMR). The advantages are fast screening of major
lipid classes (fatty acids, glycerolipids, phospholipids and sterols) and some individual species,

non-invasive quantification of lipids, and small sample volume required (250 pl).

High-throughput NMR workflow

Sample treatment

Serum or plasma samples are sent to Biosfer Teslab according to standard procedures. Lipids
are extracted from biological matrixes using BUME method1. This process can be automated
with liquid handling robots ensuring sample reproducibility and high-throughput analysis. Lipid

extracts are analysed using an Avance 111-600 Bruker spectrometer.

Lipidic Extraction Procedure for 1H-NMR Based Metabolomics Assays
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As described by Logfren et al. (1),100 pl of plasma sample are placed in 2 ml Eppendorff and
300 ul of BUME (3:1) solution are added. White pellet is formed. 300 ul of DIPE-EtAc (3:1) and
300 pl of deionized H20 are added. Mix the sample by shaking. Mixture is centrifuged 6 s at
1000 rpm and room temperature (MiniSpin ®). Biphasic system is formed. Aqueous phase stays
on the bottom whereas upper phase contains the lipid fraction. The lipid phase is separated
into new Eppendorff and completely dried in N2 stream. Froze (-802C) until NMR

measurement.

1H NMR Measurements

The Lipidic extraction NMR measurements and analysis protocol is previously described in
Vinaixa et al. (Journal of Proteome Research 2010, 9, 2527-2538). Dried lipid extracts are
reconstituted with 700 pL of CDCI3-CD30D-D20 (16:7:1) containing 1.18 mM
tetramethylsilane (TMS) and transferred to 5-mm NMR glass tubes for analysis.

One dimensional 1H-NMR spectra are obtained using a 90° pulse with pre-saturation sequence
(zgpr). The measurements are performed at 286K, shifting the residual water signal to 4.65
ppm to allow the quantification of the characteristic glycerol-backbone signals. Besides,
residual water is pre-saturated during a 8s recycling delay using a low irradiation power (10
Hz). A total of 256 FIDs of 12 kHz of spectral width are collected into 64 k data points and
exponential line broadening of 0.3 Hz is applied before Fourier transformation. The frequency
spectra is phased, baseline corrected, and then calibrated (TMS or TSP, 0 ppm) using inhouse

software (LipSpin) developed by Barrilero et al.

Metabolite Identification and Quantification

Chemical shifts are identified as previously described (Journal of Proteome Research 2010, 9,
2527-2538). Briefly, after baseline correction, selected peaks are deconvoluted using inhouse
LipSpin software, and the absolute concentration of single metabolites is assessed based in

cholesterol signal and cholesterol concentration measured by enzymatic method.
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ANEXO Ill: TABLAS SUPLEMENTARIAS

Tabla suplementaria 1. Concentraciones lipidicas en suero a lo largo del seguimiento

Fin de RVS 12 RVS 48
Variable Plong  psex  Plong*sex
tratamiento | semanas semanas
94.7 104 111 107
TG (mg/dl) 0.001 0.286 0.067
[87.3;102] | [95.5;112] | [99.3;123] | [94.5;120]
Colesterol total 183 208 211 212
<0.001 | 0.161 0.877
(mg/dl) [176;189] [201;215] [204;218] [203;220]
Colesterol LDL 111 135 135 132
<0.001 | 0.709 0.289
(mg/dl) [105;116] [129;140] [129;141] [126;139]
Colesterol HDL 53.5 52.7 53.6 58.3
<0.001 | <0.001 0.018
(mg/dl) [51.1;55.9] | [50.5;54.9] | [51.5;55.7] | [55.5;61.2]
Colesterol no HDL 129 155 157 154
<0.001 | 0.553 0.633
(mg/dl) [124;135] [149;162] [151;163] [146;161]
Ratio colesterol 3.20 3.70 3.80 3.70
<0.001 | <0.001 0.1
LDL/HDL [2.70;4.30] | [3.20;4.40] | [3.10;4.80] | [3.20;4.60]
Apolipoproteina 155 145 149 169
<0.001 | <0.001 0.164
A (mg/dl) [149;161] [141;149] [145;152] [162;176]
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Tabla suplementaria 2. Concentraciones de parametros del metabolismo glucidico a lo
largo del seguimiento

Fin de RVS 12 RVS 48
Variable P long Plong*sex
tratamiento | semanas semanas
101 99.6 102 99.2
Glucosa (mg/dl) 0.607 | 0.524 0.389
[98.9;104] [97.4;102] [98.6;104] [96.5;102]
10.6 9.98 10.0 9.19
Insulina (mU/L) 0.144 | 0.362 0.498
[9.72;11.4] [9.12;10.8] [9.06;10.9] [8.16;10.2]
16.0 18.3 17.8 17.7
Leptina (ng/ml) 0.016 | <0.001 0.081
[13.2;18.8] | [14.8;21.8] | [14.4;21.3] | [14.2;21.3]

Los datos se muestran como media [intervalo de confianza al 95%]. plong: psex: plong*sex

Tabla suplementaria 3. Cambios longitudinales en las concentraciones de los parametros del metabolismo

férrico
Fin de RVS 12 RVS 48
Variable Psex Plong*sex
tratamiento | semanas semanas
108 103 98.3 94.4
Hierro (mg/L) <0.001 | 0.001 0.072
[102;115] | [96.4;109] | [91.8;105] | [87.6;101]
217 131 126 143
Ferritina (ng/mL) <0.001 | 0.001 0.721
[183;251] [110;152] [100;152] [97.1;190]
Transferrina 290 278 281 277
0.133 0.003 0.05
(mg(dL) [283;298] [271;285] [274;289] [267;286]
Saturacion de 27.0 26.7 25.0 24.7
0.001 | <0.001 0.026
transferrina (%) | [25.2;28.7) | [24.9;28.5] | [23.3;26.6] | [22.8;26.6]

Los datos se muestran como media [intervalo de confianza al 95%]. plong: psex: plong*sex
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Tabla suplementaria 4. Concentraciones de los parametros del metabolismo de la vitamina B12 a lo largo del

seguimiento
Fin de RVS 12 RVS 48
Variable Plong  Psex  Plong*sex
tratamiento | semanas semanas
8.93 7.55 7.94 8.36
Ac. Félico (ng/mL) 0.017 0.53 0.194
[8.29;9.56] | [6.99;8.12] | [7.36;8.52] | [7.54;9.18]
Vitamina B12 349 305 290 295
0.049 | 0.058 0.386
(pg/mL) [322;376] | [279;331] | [264;315] [273;317]
Homocisteina 11.1 11.3 11.8 11.7
0.005 | 0.333 0.123
(micomol/L) [10.5;11.8] | [10.5;12.0] | [11.1;12.5] | [10.8;12.5]

Los datos se muestran como media [intervalo de confianza al 95%]. plong: psex: plong*sex
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Abstract: Background: Hepatitis C virus (HCV) produces changes at multiple levels in host metabolism,
especially in lipid profile and cardio-metabolic risk. It is unclear how HCV eradication by direct-
acting antivirals (DA As) modifies those changes. Objective: To evaluate the impact of DAA treatment
on different risk factors associated with cardiovascular disease. Methods: Prospective study with two-
year follow-up. All patients treated with DAAs in the Liver Clinic of a tertiary hospital were included.
Patients co-infected with HBV or HIV, with other causes of liver disease, on lipid-lowering treatment,
pregnant, or with previous HCV treatment were excluded. The results were analyzed using linear
mixed models. Results: 167 patients (53% female, 9.6% cirrhosis) were included. Low plasma lipid
levels were observed before initiating HCV eradication. During the first year after treatment with
DAA, we observed a sustained increase in cholesterol, triglycerides, HDL cholesterol (only in men),
and LDL-cholesterol levels. An ameliorated glycemic control was also observed with a decrease in
fasting insulin and reduced HOMA. Iron metabolism and coagulation function also improved with
lower levels of serum ferritin and prothrombin activity; these biochemical changes resulted in a new
diagnosis of hypercholesterolaemia in 17.4% of patients, requiring initiation of statins in 15%. Two
non-fatal cardiovascular events were observed during the first 2 years of follow-up. Conclusions:
DAA treatments returned plasma lipids to the normal range without increasing either the occurrence
of cardiovascular events or the consumption of lipid-lowering medication beyond what is normal in
a sex- and age-matched population.

Keywords: HCV; cholesterol; lipids

1. Introduction

The Hepatitis C Virus (HCV) is an RNA virus that is one of the main causes of liver
morbidity and mortality. It is estimated that in the world there are about 71 million infected
people, with a worldwide incidence of 1.75 million new cases per year [1]; however,
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HCYV does not cause a direct cytopathic effect on host cells and most of its extrahepatic
manifestations of chronic infection are likely related to the virus-mediated alteration of
host metabolisms, such as immune responses and several metabolic pathways [2].

Ample evidence indicates that HCV interferes with carbohydrate and lipid metabolism,
ultimately causing liver steatosis, insulin resistance (IR), and cardiovascular disease (CVD) [3].
Elevated circulating homocysteine, as well as alterations in iron metabolism, through their
association with inflammation and oxidative stress, are also considered independent risk
factors for CVD (reviewed in Ref. [4]). Not surprisingly, individuals with HCV showed
significantly higher serum levels of homocysteine than non-infected controls [5]. Alterations
in vitamin B12 and folate pathways, both required for homocysteine remethylation into
methionine, are also affected during HCV infection [6]; likewise, elevated serum ferritin
and iron levels have been common findings in patients with HCV since described by Di
Bisceglie et al. [7]. Lastly, there is also considerable evidence that HCV is able to activate
hemostasis through several mechanisms (reviewed in Ref. [8]) creating a prothrombotic
state which ultimately can increase the risk of future cardiovascular events.

Initially, therapeutic options for HCV eradication were based on combinations of
pegylated interferon and ribavirin, with low response rates [9]; however, the approval of the
first direct action antiviral (DAA) in 2013 was supposed an extraordinary breakthrough in
antiviral therapy, reaching rates of sustained viral response (SVR) close to 100% [10,11]. The
whole concept of the disease has been modified and, although not completely eliminated,
the risk of all-cause mortality and hepatocellular carcinoma (HCC) development has been
now substantially reduced [11,12]; this has also shifted the focus from the fight for patients’
survival to preventing the long-term effects of the HCV-related metabolic complications
beyond the virologic cure.

DAA treatments decrease liver inflammation, improve transaminase levels and reduce
liver fibrosis progression [13]; however, HCV eradication produces a simultaneous increase
in serum cholesterol and LDL levels [14], creating a combination of circumstances that
might aggravate the risk of atherosclerosis and CVD. The results of the different studies
are, conversely, quite often contradictory, since some show increases in HDL cholesterol
levels [15-18], but this is not reported in other studies [19-21] or even a decrease is ob-
served [21]. In the case of triglycerides, disparate results have also been reported, with
minimal or absent changes [17,22] or even decreases [14,23]. The virological cure seems
to produce an improvement in IR, although there is no evidence of its long-term effect or
whether it only occurs in specific populations [24,25]. On the other hand, DAA treatments
seem to reduce iron and ferritin levels [26], while their effects on homocysteine metabolism
have not been evaluated in prospective studies. Reports regarding the impact of DAA on
the coagulation function have shown a reversal of hypercoagulability in patients with HCV-
related cirrhosis [27] or an improvement of both the individual pro- and anti-coagulants
with a net effect that does not substantially modify their balance [28].

We hypothesize that those disparate results might be explained, at least partially,
because all these studies have been carried out in populations with different racial or ethnic
statuses, different DAA treatment schemes, and different proportions of patients with liver
cirrhosis; from 25% to 80% [29,30] or coinfection with HIV, present in up to the 60% in
some studies [19]; moreover, sex differences in the prevalence and burden of CVD may also
account for some of the above disparities [31]. Accordingly, this study sought a holistic
approach with a complete and simultaneous evaluation of different risk factors associated
with CVD. From the baseline, through the DAA treatments up to 2-year follow-up. As a
secondary aim, we investigated possible sex differences regarding those risk factors and
their longitudinal trajectories.
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2. Materials and Methods
2.1. Ethical Considerations

The clinical research ethics committee of Aragon (CEICA) evaluated and approved
the project with study code PI17/0390. Informed consent was collected from all patients
who agreed to participate in the study.

2.2. Design and Selection Criteria

This is a single-centre, prospective, longitudinal, non-interventional study carried
out in the hepatology outpatient department of the Miguel Servet University Hospital, a
tertiary hospital in Zaragoza (Spain). The design is a before-after study, in which each
patient is their own control, assessing changes before and after treatment.

All treatment-naive patients with a confirmatory serological diagnosis of chronic HCV
infection who had been referred to hepatology clinics for evaluation of treatment with DAA
were consecutively recruited. Patients co-infected with human immunodeficiency virus
(HIV) and/or hepatitis B virus (HBV) were excluded. Patients with previous alterations
in their lipid or under pharmacological treatment (hypercholesterolemia, hypertriglyc-
eridemia) were also excluded. Pregnant patients and those previously treated for HCV
were also excluded. Patients with other causes of liver disease, such as cholestatic diseases,
Wilson'’s disease, hemochromatosis, or autoimmune hepatitis were also excluded. Patients
with heavy alcohol use were excluded too. Finally, patients with severe neuropsychiatric
comorbidity that prevented proper follow-up were also excluded.

Alcohol consumption was defined as consumption of at least 20 g/day for men and
10 g/day for women, without reaching a risky intake. Heavy alcohol use was defined as
consumption of >40 g/day for men and/or >25 g/day for women or >28 units per week
for men and >17 units per week for women and/or >6 units per occasion for males and
>4 units per occasion for females [32].

Four visits were made throughout the study. During the initial (baseline) visit, personal
and family history, as well as anthropometric variables were collected by interview with
the patient. All patients underwent a non-invasive assessment of liver fibrosis by transient
elastography (FibroScan 430 Mini, Echosens, France). For an elastography measurement to
be considered valid, it had to have an IQR < 30% and a percentage of valid measurements
above 60%. Liver cirrhosis was defined as a transient elastography score of >14 kPa, or
liver biopsy showing Metavir fibrosis 4, or clinical evidence of liver cirrhosis.

In all four visits, serum samples were obtained to assess biochemical parameters.
After the baseline visit, the remaining determinations were made at the end of antiviral
treatment, at 12 weeks after the end of treatment (SVR 12), and at 48 weeks after the
end of treatment (SVR 48). Subsequently, a clinical follow-up was performed two years
after antiviral treatment. Biochemical determinations were performed at the Clinical
Biochemistry Department in the Miguel Servet University Hospital at four follow-up points
(baseline, end of treatment, 12 weeks after the end of treatment, and 48 weeks after the
end of treatment). All extractions were performed after 8 h of fasting by the patient.
Variables related to liver function and damage (AST, ALT, GGT, FA, bilirubin, pre-albumin
and albumin), iron profile (iron, ferritin, and transferrin saturation index), vitamin B12
metabolism (homocysteine and vitamin B12), glycemic profile (glucose, insulin, HOMA-
IR), blood count, and coagulation were assessed. The serological indices FIB-4 [33] and
APRI [34] as non-invasive markers of fibrosis were calculated. Additionally, a study of
lipid metabolism, including triglycerides (TG), total cholesterol (CHOL), LDL-cholesterol,
HDL-cholesterol, apolipoprotein A (apoA) and apolipoprotein B (apoB) was performed.

During follow-up, the occurrence of major cardiovascular events (nonfatal stroke,
nonfatal myocardial infarction, and cardiovascular death) was assessed, as well as the
initiation of lipid-lowering medications (statins, ezetimibe, bile acid sequestrants, and
fibrates). We used the cohort Sanitas Data4Good to investigate the prevalence of lipid-
lowering drugs in a representative cohort of the population from Spain; this cohort collects
clinical records, medications, and pre-existing conditions prior to hospital admission.



J. Clin. Med. 2022, 11, 4049

40f 15

2.3. Statistical Analysis

Results are presented as means and SDs for normal variables or medians and in-
terquartile ranges (IQRs) for non-normal data. For the longitudinal investigation, we
used an intent-to-treat (ITT) approach as some patients did not complete their follow-up
according to protocol. All DAA-treated patients were included in the analyses regardless
of subsequent drop-outs before the conclusion of the study. The data were modeled using
linear mixed models (LMM) to (1) take into consideration the repeated assessment of
each variable and (2) account for the effects of covariates on the variables’ change over
time. Those LMM models were, hence, adjusted for age and protease inhibitors intake and
produced different p-values which captured the variation over time of each variable for the
entire cohort (pjong), overall sex differences (psex), and sex-specific longitudinal changes
(the interaction between longitudinal changes and sex; Plong*sex)- Statistical analysis was
carried out in R 4.1.2. and the appropriate packages.

3. Results

Between December 2017 and June 2019, 248 patients received antiviral treatment with
DA As at our institution, of whom 167 met the inclusion criteria and were included in the
study. The patients’ flowchart is shown in Figure 1.

Figure 1. Patients’ flowchart.

3.1. Baseline Characteristics

All patients were treatment—naive and their characteristics are described in Table 1.
Individuals” ages ranged from 21 to 88 years and women were slightly older than men
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(57.3 y. vs. 53.3 y. on average respectively; p = 0.039). The most frequent viral genotype
was 1, present in 70.9% of the patients. Characteristics related to HCV infection can be
found in Table 2.

Table 1. Clinical status and patient background.

Variable All n =167 Men n = 88 Womenn=79  p-Value
Age 55.2 (12.4) 53.3 (10.8) 57.3 (13.6) 0.039
Personal history of CVD 3 (1.80%) 2 (2.28%) 1(1.27%) 1.000
Stroke 2 (1.20%) 1 (1.14%) 1 (1.27%) 1.000
Ischemic cardiopathy 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1.000
Peripheral vasculopathy 1 (0.60%) 1 (1.14%) 0 (0.00%) 1.000
Family history of CVD 0.091
None 122 (73.1%) 69 (78.4%) 53 (67.1%)
Stroke 2 (1.20%) 1(1.14%) 1(1.27%)
Ischemic cardiopathy 30 (18.0%) 10 (11.4%) 20 (25.3%)
Peripheral vasculopathy 13 (7.78%) 8 (9.09%) 5 (6.33%)
CV risk factors 51 (30.5%) 26 (29.5%) 25 (31.6%) 0.900
Hypertension 37 (22.2%) 19 (21.6%) 18 (22.8%) 1.000
Diabetes Mellitus 7 (4.19%) 5 (5.68%) 2 (2.53%) 0.448
Smoking 0.077
Never 84 (50.3%) 37 (42.0%) 47 (59.5%)
Previously 30 (18.0%) 19 (21.6%) 11 (13.9%)
Current 53 (31.7%) 32 (36.4%) 21 (26.6%)
Alcohol use 23 (13.8%) 16 (18.2%) 7 (8.86%) 0.128
a‘;g;‘;‘ss index 25.0[22.627.1]  25.0[23.427.1] [2242'?0;27.3] 0.748
Abdominal perimeter (cm) 92.3 (11.2) 93.3 (10.1) 91.3 (12.3) 0.446
Liver fibrosis (kPa) 6.60 [5.40;10.2] 7.00 [5.50;11.3] [65.:.)’155;8.80] 0.141
Liver fibrosis (Metavir) 0.384
1 87 (53.4%) 41 (48.2%) 46 (59.0%)
2 26 (16.0%) 13 (15.3%) 13 (16.7%)
3 27 (16.6%) 16 (18.8%) 11 (14.1%)
4 23 (14.1%) 15 (17.6%) 8(10.3%)
Liver cirrhosis 0.670
No 151 (90.4%) 79 (89.8%) 72 (91.1%)
Yes, without PHT 9 (5.39%) 6 (6.82%) 3(3.80%)
Yes, with PHT 7 (4.19%) 3(3.41%) 4 (5.06%)
Esophageal varices 7 (4.19%) 4 (3.41%) 3 (3.80%) 1.000
Ascites 1 (0.60%) 1(1.14%) 0 (0.00%) 1.000

CVD: Cardiovascular Disease; CV: cardiovascular; PHT: Portal Hypertension.
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Table 2. HCV infection characteristics and treatment details.

Variable All n =167 Men n = 88 Womenn=79  p-Value

Treatment 0.909
Sofosbuvir/Velpatasvir 66 (39.5%) 36 (40.9%) 30 (38.0%)
Ledipasvir/Sofosbuvir 6 (3.59%) 3 (3.41%) 3 (3.80%)
Glecaprevir/Pibrentasvir 65 (38.9%) 35 (39.8%) 30 (38.0%)
Elbasvir/Grazoprevir 30 (18.0%) 14 (15.9%) 16 (20.3%)

Treatment length 0.848
12 weeks 96 (57.8%) 52 (59.1%) 44 (56.4%)
8 weeks 70 (42.2%) 36 (40.9%) 34 (43.6%)

Viral genotype 0.352
1 5 (3.03%) 4 (4.65%) 1(1.27%)
la 50 (30.3%) 29 (33.7%) 21 (26.6%)
1b 62 (37.6%) 31 (36.0%) 31 (39.2%)
2 4 (2.42%) 1(1.16%) 3 (3.80%)
2a/c 2 (1.21%) 0 (0.00%) 2 (2.53%)
3 16 (9.70%) 8 (9.30%) 8 (10.1%)
3a 2 (1.21%) 0 (0.00%) 2 (2.53%)
4 21 (12.7%) 10 (11.6%) 11 (13.9%)
4c/d 2 (1.21%) 2 (2.33%) 0 (0.00%)
5 1(0.61%) 1(1.16%) 0 (0.00%)

Viral load (log) 6.05 [5.36,6.54] 6.11[5.62;6.53]  5.89 [5.16,6.55] 0.199

More than half of the patients had a low degree of fibrosis (F0-F1) and only 16 had
liver cirrhosis (9.58%). Of the 16 patients with liver cirrhosis, 7 had portal hypertension,
all of them with esophageal varices. Only one had ascites at the time of treatment. As for
the total cohort, only 2 patients (1.20%) had a history of cardiovascular events. In terms of
cardiovascular risk factors, 51 patients (30.5%) had some factor, the most prevalent being
hypertension (22.2%), followed by diabetes (4.19%). Only 18% of patients were smokers at
the time of the study and 13.8% of the cohort had some alcohol consumption at the time
of treatment.

All patients were treated with DAA combinations: 56.9% with drugs with protease
inhibitors (Glecaprevir/Pibrentasvir or Elbasvir/Grazoprevir) and 43.1% with drugs with-
out protease inhibitors (Sofosvuvir/Velpatasvir or Sofosbuvir/Ledipasvir). The overall
sustained virological response (SVR was 100%)

3.2. Longitudinal Hepatic Changes

At the 1-year follow-up, there was an overall reduction in mean total bilirubin
(Plong < 0.001) (Table 3); however, a sex-specific effect showed an ~20% decrease in men,
while women only experienced a 5% decrease in total bilirubin (pjongrsex = 0.032). We also
observed an increase in albumin and pre-albumin during the follow-up (both pjong < 0.001).
Again, a sex-specific effect occurred, and men had an ~25% increase in pre-albumin while
women only experienced a 5% increase in total pre-albumin (pjongsex = 0.002).
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Table 3. Hepatic changes from baseline to SVR48.
Men Women
. Basal post-T SVR12 SVR48 Basal post-T SVR12 SVR48
Variable n =87 n=81 n=80 n =51 n=79 n=78 n=75 n=>56 Plong Psex  Plong'sex
Bilirubin 0.74 0.65 0.63 0.60 0.65 0.59 0.58 0.62 0001 0.006 0030
(mg/dL)  [0.680.79] [0.59,0.70] [0.58,0.69] [0.530.67] [058,0.73] [0.54,0.65] [0.52,0.65] [0540.71] <O : :
Albumin 425 428 434 434 411 412 417 426 000l 0.002 0611
(g/dL) [417432] [421435] [428441] [4.22446] [4.044.18] [4.06:418] [4.10,423] [419:434] <O : :
Pre-albumin 23 262 27.1 28.1 184 204 217 20
(mg/dL) [21.023.7] [247:27.6] [257285] [260:30.1] [17.219.7] [193:21.5] [20.6229] [205:235] <0001 ~ <0.001 0.002
Alkaline
84.7 85.0 823 79.2 93.0 915 88.8 89.8
ph‘z%’;‘ﬁ)tase [79.789.6] [79.7:904] [77.3:87.3] [74.2:842] [859:100] [84.8982] [81.8:95.8] [82.297.4] <0001 ~ 0175 0.523
91.9 29.1 305 36.4 60.3 263 258 239
GCT(U/L)  [66.6:117] [24.1:342] [249:362] [27.0:45.7] [465741] [20.0:32.6] [209:307] [19.7:282] <0001 0.023 0255
63.0 269 26.1 272 62.6 25.1 245 27
AST(U/L)  [517743] [24.329.4] [237284] [23.1:312] [43.1:822] [22.128.1] [19.7:29.4] [208247] <0001 0.379 0.786
81.7 239 215 245 62.7 209 19.3 15.8
ALT(U/L)  (65897.5] [20327.5] [187244] [17.7314] [45779.7] [16325.6] [12.4262] [14.017.5 <0001 0.036 0.447
1.08 0.44 0.41 0.39 1.07 0.41 037 0.33
APRI [0.73;1.42] [0.36,0.51] [0.33,049] [0.30,047] [0.59;1.55] [0.31,0.50] [0.27:0.47] [0.27,038] <0001~ 0.465 0.772
254 1.92 1.92 176 2.99 213 207 2.06
FIB-4 [2033.06] [1.67:217] [1.66:217] [1522.01] [2.233.76] [1.73:254] [1.72.2.43] [l662.46] <0001 ~ 0922 0.636

Data are shown as the median and interquartile range (95% confidence interval); post-T: post-treatment,
SVR12: 12 weeks after treatment, SVR 48: 28 weeks after treatment, APRI: AST to Platelet Ratio Index, FIB-4:
Fibrosis-4 Index.

Liver function tests significantly improved from baseline to SVR48 irrespective of sex.
Phosphatase alkaline steadily decreased during the follow-up (piong < 0.001) while we
observed an abrupt ~3-fold reduction in the transaminase values occurring mainly during
DAAs treatments (pjong < 0.001 for GGT, ALT, and AST); this steep reduction paralleled
the fibrosis scores based on laboratory parameters, APRI and FIB-4, which also showed a
significant early improvement (both Plong < 0.001) during the treatment.

3.3. Longitudinal Extra-Hepatic Changes

The average levels of triglycerides (TG), total cholesterol (CHOL), LDL-cholesterol,
HDL-cholesterol, apoA and apoB rose significantly during the follow-up for the entire
cohort (piong = 0.003 for TG and pjong < 0.001 for CHOL, LDL, HDL, apoA and apoB)
(Figure 2 and Supplementary Table S1); this elevation was clearly visible at the end of treat-
ment already for CHOL and LDL and was maintained for the entire follow-up (Figure 2).
Compared to men, women had consistently lower levels of TG (psex = 0.023) and increased
HDL (psex< 0.001) throughout the follow-up. We observed an interaction between sex
and longitudinal changes by which the magnitude of the increase in HDL, from the basal
analysis to the SVR48, was greater in men than in women (15% vs. 2.6% respectively,
Plong*sex = 0.018).

Figure 3 illustrates that during 1-year of follow-up neither glucose nor leptin presented
significant changes compared to baseline (pjong = 0.077) but we did observe a reduction of
insulin upon DAA treatments (pjong = 0.004) which translated to an improved homeostatic
model assessment (HOMA-IR) for the entire cohort (pjong = 0.006). Women consistently
presented greater values of leptin (psex < 0.001) and reduced HOMA (psex = 0.045) over the
course of the study, while none of these parameters presented sex-specific changes in their
longitudinal trajectories.
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Figure 2. Lipid metabolism changes during follow-up.

Figure 3. Glycemic profile changes during follow up.

The levels of serum iron, ferritin and transferrin saturation decreased significantly
during follow-up (all pjong < 0.001), while transferrin was unaffected (Figure 4). It is worth
noting that, compared to men, women had significant increased transferrin (psex = 0.003)
and reduced values of serum iron (psex = 0.005), ferritin (psex < 0.001), and transferrin
saturation (psex < 0.001) throughout the follow-up. We also observed a sex-specific effect
in the magnitude of the reduction in the transferrin saturation (14% vs. 2.1% for men and
women, respectively, piongrsex = 0.025).
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Figure 4. Iron metabolism changes during follow-up.

During the follow-up, there was an overall reduction in folic acid (piong = 0.029) and
vitamin B12 (pjong < 0.001) accompanied by an increase in homocysteine (pjong = 0.016).
None of these parameters presented sex-specific changes in their longitudinal trajectories
(Figure 5).

Figure 5. Vitamine B12, folate and homocysteine changes during follow-up.

Next, we sought to evaluate the effects of DAA on coagulation changes in our cohort.
The international normalized ratio (INR), partial thromboplastin time (PTT), prothrombin
activity (PA), and derived fibrinogen changed significantly during the follow-up for the en-
tire cohort (all piong < 0.001); however, those changes occurred at different times depending
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on the studied variables. Thus, derived fibrinogen increased during DAA treatments while
INR started to decline at SVR12 mirroring the increase in TTP and prothrombin activity.
No sex-specific changes for those variables were observed in their longitudinal trajectories.

Cardiovascular events and initiation of lipid-lowering medications were assessed
2 years after DAA treatments. Two patients had non-fatal cardiovascular events (1 acute
myocardial infarction and 1 stroke) and 25 patients (15%) had started lipid-lowering
treatments during the 2-year follow-up. Finally, we investigated whether the use of these
medications was greater than expected in the general population. For that, our study cohort
was sex- and age-matched (1:3) with a large cohort of the hospitalized population from
Spain in which drug usage before admission had been recorded (Figure 6). We did not
observe significant differences between both cohorts in the percentage of individuals on
lipid-lowering medication (p = 0.264).

Figure 6. Comparison of the usage of lipid-lowering medication between the study cohort and a
reference cohort.

4. Discussion

In this study, DAAs for HCV eradication in treatment-naive patients was associated
with increased plasma lipids and homocysteine, improved glycemic control and iron
homeostasis, as well as reduced prothrombin activity during the first year post-treatment,
and these changes occurred in both sexes. We observed 2 new non-fatal cardiovascular
events during the first 2 years of follow-up of a cohort of 167 individuals with a median
age of 55.2 years.

The advent of DAAs, with cure rates of 95-100%, changed the disease paradigm.
Despite its very high effectiveness in eradicating the infection, the effect of this treatment
and the cure of the virus on the host metabolism remains an issue that is not fully clarified.
Several studies have tried to assess the impact of DAA treatment on host metabolism,
with very mixed results. Most of the studies conducted were retrospective, which is an
important limitation. In addition, the inclusion of special populations (HIV co-infected
patients, cirrhotic patients, transplant recipients, etc.) may lead to biased results.

Therefore, our study sought to identify as purely as possible the effect of antiviral
treatment and eradication of HCV infection. For this reason, co-infected, transplanted or
non-naive patients, as well as those on lipid-lowering treatments were excluded from the
study. Although it was not an exclusion criterion, the proportion of patients with advanced
liver disease in our cohort is very low (9.6%). Furthermore, our study is one of the studies
with the longest follow-up (1 year analytically and 2 years clinically); this makes it possible
to verify the temporality of the changes observed in the early stages of follow-up. Early
changes might be a direct effect of DAA treatments, while medium- and long-term changes
might be explained by the HCV eradication and liver status amelioration.

Alterations in the lipid profile of HCV-infected patients have been clearly established;
these changes are due to the interaction between HCV and host cholesterol synthesis
pathways. The virus hijacks these pathways for its own replicative cycle [35,36], thus
causing changes in the patient’s basal metabolism; these alterations in lipid metabolism
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lead to an increased risk of CVD in HCV-infected patients, with increased morbidity and
mortality from extra-hepatic causes [37,38]. Recently, HCV eradication by DAAs translated
into a significant reduction of cardiovascular events in a prediabetic population [39] as well
as in a large cohort with a high prevalence of advanced fibrosis (F3-F4: 70.5%) [40]. In
our study, with a low prevalence of diabetes and advanced fibrosis, all lipid parameters
increased after HCV eradication. Total cholesterol and LDL-cholesterol showed the earliest
and most pronounced increase. Because of its importance and its occurrence right after
DAA treatments, this phenomenon has been the easiest to identify in all studies, including
those that are retrospective, with short follow-ups, or with heterogeneous populations.

On the other hand, triglycerides and HDL cholesterol showed less abrupt and more
gradual increases. Furthermore, in both cases, a sex-dependent effect was observed, with
the increase being mainly in men. Taking into account HDL, these results were in line with
those observed by Inoue et al. [17], Gonzalez-Colominas et al. [22], and Shimizu et al. [41],
all long follow-up studies. Interestingly, studies that reported no differences, such as those
from Cheng et al. [42], Jain et al. [43], and Ichikawa et al. [44] had reduced follow-ups
(<6 months). As for triglycerides, only the studies by Doyle et al. [45] and Cheng et al. [39]
observed an increase in serum levels. Again, it is likely that the different methodologies of
the studies have influenced the disparity in the results of the previous studies, although
this parameter was not assessed in many of the studies. Most of the studies in which no
changes in triglyceride levels were observed have reduced sample sizes and those with
larger sample sizes had a significant percentage of HIV co-infected patients [21,46]. HIV
antiretroviral treatments may cause significant changes in triglyceride levels, which may
have masked changes due to HCV treatment.

The changes in glucose and insulin metabolism that we observed in our study were
similar to those previously described in the literature [47-49]. Although we did not see
a reduction in serum glucose levels, we did see a reduction in insulin levels. These
changes were reflected in an improved HOMA-IR index, which is consistent with a recent
report of significant reductions in HOMA-insulin resistance and an increase in HOMA-
insulin sensitivity following HCV clearance by DAA treatment [50]; however, as with lipid
metabolism, some studies have found no such changes [25,45,46], which can be explained,
at least partially, by a genotype-dependent effect whereby an improvement in carbohydrate
metabolism occurs in those patients infected with HCV genotype 1 [51]. In our cohort ~70%
of the patients were infected with this genotype, which may explain why we observed
these changes.

The relationship between vitamin B12 and liver disease has been previously
described [52-54]. Several studies have postulated elevated B12 levels as a possible marker
of advanced liver disease or hepatocarcinoma [55,56]; this relationship has also been ob-
served in patients with chronic HCV infection and the interaction of vitamin B12 with the
HCYV replication cycle has been described [6]. In these patients, higher B12 levels were
associated with more advanced levels of liver fibrosis. Our results show a marked decrease
in B12 levels after DAA treatment paralleling the improvement of liver damage, reflected in
the decrease of liver damage markers during follow-up and the improvement of APRI and
FIB-4 indices, as it has been previously described [57]. In a similar way to vitamin B12, iron
metabolism is modified by HCV infection but also influences its replication cycle [58]. HCV
infection reduces hepcidin levels, which alters iron metabolism [59]; moreover, ferritin is an
inflammatory marker elevated during chronic infection [60]. Our results showed a change
in the ferric profile, with a generalized normalization of the parameters, especially ferritin.

To summarize our main findings, chronic HCV infection reduced plasma lipids, and
both cholesterol and triglyceride levels increased after HCV eradication; however, this
increase should be considered as a return to normal values according to sex and age.
Thus, median values of total cholesterol were 210 and 215 mg/dL for men and women
respectively in our cohort after 1-year follow-up; these values are in line with those of 206
and 214 mg/dL for men and women in the age range of 45-64 years, as reported in the
ENRICA study [61], one of the largest national population data on plasma lipid in Spain.
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In addition, although 15% of patients started lipid-lowering treatments, this percentage
is not different from the prevalence of lipid-lowering medication use among the general
population matched by age and sex. In our opinion, the prevention of cardiovascular risk
in these patients is essential. Close surveillance should be implemented in patients with
previous cardiovascular risk factors or with alterations during follow-up. We propose
that such monitoring should probably be performed by the primary care physician and
integrated into the routine follow-up of the patient.

Our work has, in our view, several strengths. The first two are its prospective design
and the large sample size. In addition, it is a cohort without co-infections (neither HBV
nor HIV), with strict selection criteria and a very low percentage of patients with cirrhosis;
moreover, the 2-year follow-up time is also very important, as this has allowed long-term
changes to be assessed. It can be argued that 2 years may be too short to demonstrate any
meaningful changes in cardiovascular outcomes; however, two recent studies reported a
significant reduction of cardiovascular events after HCV clearance by DAAs with median
follow-ups of 24 and 28 months [39,40]. Weaknesses include loss to follow-up and the
absence of biopsy assessment of fibrosis. Other limitations are the observational nature of
the study which prevents establishing a cause—effect relationship between DAA therapy
and the observed results. In addition, the study is monocentric, which may lead to a bias in
the selection of patients.

5. Conclusions

Eradication of HCV with DAAs causes long-lasting changes in the patient’s lipid,
glycaemic and ferric profiles, as well as in vitamin B12 metabolism, even in an otherwise
healthy cohort of patients; these changes were not trivial because they led to the start
of new treatments in almost a fifth of the patients; however, we should note that DAA
treatments returned plasma lipids to the normal range without increasing the occurrence
of cardiovascular events beyond normal in an age-matched population.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https:
/ /www.mdpi.com/article/10.3390/jcm11144049/s1, Table S1: Serum lipid concentrations during
follow up.
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