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Introduccion

1. ESTUDIO GENETICO EN LA PATOGENESIS DE
ENFERMEDADES

La variabilidad genética es una medida de la tendencia de los genotipos de una
poblacion a diferenciarse y es el principal hecho que sustenta la evolucion. Una de las
contribuciones mas importantes de la secuenciacion del genoma humano ha sido la
caracterizacion e identificacion de cientos de miles de loci polimorficos distribuidos a lo
largo de los 3000 millones de nucle6tidos que constituyen nuestro genoma. Los
polimorfismos mas frecuentes son cambios de una Unica base, y se les Ilama polimorfismos
de un unico nucleotido (SNP, single nucleotide polymorphism). Se encuentran presentes en
méas de un 1% de la poblacion, constituyen hasta el 90% de todas las variaciones del
genoma Yy se distribuyen aproximadamente cada 1.300 pb. Otros polimorfismos son
repeticiones, en un nimero variable de veces, de una secuencia corta (VNTR, variable
number tandem repeat), que pueden ser microsatélites y minisatélites segin su longitud; y
en otras ocasiones, los polimorfismos se deben a deleciones o inserciones de secuencias
cortas de nucledtidos. Estos polimorfismos son variantes genéticas que pueden estar
localizados en una regién codificante o reguladora de un gen o bien localizarse en una
region intergénica y pueden inducir cambios en la proteina o en el patron de expresion del
gen. Asi, variaciones en la region 5" no traducida (UTR, untranslated region) pueden
alterar los niveles de expresion, ya que es sitio de union de factores de transcripcion; lo
mismo puede ocurrir si el cambio se produce en un intron, donde cambios en su estructura
pueden modular la expresion del gen; mientras que cambios en la region 3’'UTR pueden
afectar al transporte, estabilidad y vida media del ARNm por ser esta region sitio de union
de miRNA. Por otro lado, las variaciones que se localizan en un exdn pueden generar una
alteracion en la secuencia del codén de forma que éste siga codificando el mismo
aminoacido (cambio sindnimo), o bien que el coddn pase a codificar un aminoécido
diferente (cambio no sinbnimo), pudiéndose alterar la secuencia de la proteina y como
consecuencia, en mayor o menor grado, su funcién biolégica. Ademas, los polimorfismos
pueden generar la aparicién de un coddn de parada de la traduccién y por tanto dar lugar a
la sintesis de proteinas truncadas.

Como consecuencia de todo esto, los polimorfismos pueden estar implicados en la
patogénesis de las enfermedades. Los estudios caso-control son uno de los disefios de
estudio epidemiolégico mas utilizado para evaluar la asociacion de un determinado

polimorfismo con una enfermedad y se basan en la comparacion de un grupo de individuos
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Introduccion

que manifiestan dicha enfermedad (grupo de casos) y un grupo de individuos que no la
manifiesta (grupo de controles). En estos estudios se seleccionan genes “candidatos” entre
aquellos que estan directa o indirectamente relacionados con la patologia. Desde el punto
de vista estadistico, un polimorfismo constituye una variable categorica con varios
genotipos posibles y se suele considerar como categoria de referencia al grupo de
individuos homocigotos para el alelo més frecuente. Para evaluar la asociacion de un
polimorfismo con la enfermedad se construye la tabla de contingencia correspondiente y se
puede contrastar la hipotesis de asociacion mediante un test de la 2. De esta manera se
evalUa si este se encuentra mas frecuentemente en uno u otro grupo para establecer el odds
ratio (OR) que confiere y cuantificar la magnitud de la asociacion. Teniendo en cuenta que
el alelo variante X del polimorfismo de estudio modifica el riesgo de la enfermedad de
interés y debido a que cada individuo posee una pareja de alelos, el riesgo asociado con
cada genotipo puede depender del nimero de copias de X, lo que permite definir varios
modelos de herencia posibles:
Modelo dominante. Supone que una Unica copia de X es suficiente para modificar el
riesgo y que ser portador de 2 copias lo modifica en igual magnitud; es decir,
heterocigotos X/No-X y homocigotos X/X tienen el mismo riesgo. Se puede
comparar la combinacién de estos 2 genotipos respecto a los homocigotos No-X/No-
X.
Modelo recesivo. Supone que son necesarias 2 copias de X para modificar el riesgo;
por tanto, heterocigotos X/No-X y homocigotos del alelo mas frecuente No-X/No-X
tienen el mismo riesgo. Se compara la combinacion de ellos respecto a los
homocigotos del alelo variante XX.
Modelo aditivo. Supone que cada copia de X modifica el riesgo en una cantidad
aditiva; por tanto, los homocigotos XX tienen el doble de riesgo que los
heterocigotos X/No-X. Se compara la combinacion ponderada, donde se da peso 1 a
los heterocigotos X/No-X y peso 2 a los homocigotos X/X:
Modelo codominante. Es el mas general. Cada genotipo proporciona un riesgo de
enfermedad diferente y no aditivo. Se comparan heterocigotos y homocigotos
variantes por separado respecto a los homocigotos del alelo mas frecuente (Iniesta et
al, 2005).
Antes de realizar un andlisis de asociacion se debe comprobar si se cumple el
principio de equilibrio de Hardy-Weinberg en la muestra de controles (como
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representantes de la poblacion general), el cual determina qué frecuencias deben
observarse en la poblacion para cada genotipo en funcion de las frecuencias de los alelos.
En condiciones habituales, si la transmision de los alelos de los progenitores a los
descendientes es independiente y no ocurren fendmenos distorsionadores, la probabilidad
de observar una combinacion de alelos concreta (un genotipo) depende del producto de las
probabilidades (frecuencias) de cada alelo. En el caso de que se observara una desviacion
del equilibrio se deberia revisar el método de genotipificacién, pues en ocasiones se
producen sesgos al interpretar los resultados por ser mas facil de detectar un genotipo que
otro. Otras posibilidades son que los individuos no sean independientes (p. ej., por
consanguinidad). A pesar de los avances tecnoldgicos, genotipar todos los SNPs en un
namero elevado de individuos seria impracticable y costoso. Se ha demostrado que SNPs
gue se encuentran cerca en el genoma muestran desequilibrio de ligamiento (LD), es decir,
tienden a heredarse juntos formando los denominados bloques de ligamiento. La
combinacidn de alelos de los SNPs que componen estos bloques es 1o que se conoce como
haplotipos. Asi, para poder identificar un haplotipo no hace falta genotipar todos los SNPs
que lo integran, sino un conjunto minimo de estos a los que se les denomina tag SNPs
(Tenesa et al, 2006). De esta manera, se puede extraer la mayor informacién sobre la
variacion genética de una regién con el menor coste posible. ElI Proyecto Internacional
HapMap se disefié con el objetivo de recoger toda la informacién relativa a los SNPs
existentes a lo largo del genoma en diferentes poblaciones y sus haplotipos en una base de
datos de dominio publico (The International HapMap Consortium, 2005). Por otro lado, la
asociacion de una regién cromosémica con una enfermedad, puede ser mas prominente en
ciertos haplotipos de un bloque que esta en desequilibrio de ligamiento (LD) que en alelos
de loci individuales. (Becker et al, 2004). El analisis de haplotipos es un método atil para
la identificacion de genes no sélo en enfermedades raras sino también en enfermedades
comunes y es con frecuencia mas potente que el analisis individual de un polimorfismo
(Johnson et al, 2001).

Gracias a la secuenciacion del genoma humano, los resultados del proyecto
HapMap y al desarrollo de la tecnologia necesaria para realizar estudios de genotipado
masivo, en 2007 surgen los denominados “Genome Wide Association Studies” (GWAS).
De esta manera, junto a la propuesta de genes candidatos para el estudio de la base
genética de las enfermedades complejas que permiten establecer la relacion genotipo-
fenotipo, se une la estrategia del rastreo gendémico a través de los GWAS. La primera
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estrategia se fundamenta en la asuncion de un modelo previo basado en los conocimientos
existentes sobre la fisiopatologia de la enfermedad. Sin embargo, los GWAS permiten
encontrar asociaciones en genes cuya funcion aln no se conoce y en genes pertenecientes a
rutas que no se habian considerado vinculadas a la enfermedad de estudio, ya que explora
la variabilidad de todo el genoma sin realizar una seleccion previa de los genes a evaluar y
proporciona asi una amplia vision de las contribuciones relativas de varios loci a
enfermedades humanas. Por otro lado, las asociaciones encontradas en este tipo de estudios
deben replicarse en distintas poblaciones para asegurar tres cosas principalmente: 1) que
los calculos estadisticos, que son numerosos en los GWAS, no hayan escapado de las
correcciones matematicas y no sean falsos positivos, 2) que la asociacion encontrada no se
deba a una estratificacion poblacional y 3) que la asociacion descrita se sigue encontrando
en distintas poblaciones. Debido a esta necesidad surgen los estudios follow-up, que
seleccionan asociaciones descritas en los GWAS con objeto de replicacién, para poder dar
solidez a la relacion encontrada entre genética y patologia (McCarthy et al. 2008). Una vez
que estos estudios de replicacion aseguran que la asociacion es verdadera, se puede dar
paso a los estudios funcionales que investigan los mecanismos fisiopatoldgicos que
subyacen en la enfermedad. La realizacion de este tipo de estudios es necesaria para poder
emplear el conocimiento de la existencia de este tipo de asociaciones en el manejo clinico
de esos pacientes. En este trabajo nos hemos centrado en la implicacion de la genética en el
curso clinico de la infeccion por el virus de la hepatitis C a través de la replicacion de

asociaciones descritas en la literatura en varios GWAS en otras poblaciones.

2. EL VIRUS DE LA HEPATITIS C.
2.1. CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES

Es imposible conocer el origen de este virus, aungque se especula que se origind en
primates hace 35 millones de afios. EI comité internacional de Taxonomia de virus,
clasifica al VHC como miembro del género Hepacivirus, uno de los cuatro géneros de la
familia Flaviviridae (Simmonds et al, 2005).

El VHC es un virus esférico rodeado de una envuelta lipoproteica que alberga una
nucleocapside icosaédrica y que a su vez encierra al genoma del virus (figura 1). Su
genoma consiste en una unica cadena de ARN con polaridad positiva de aproximadamente
9,6 Kb, que incluye una Unica region de lectura abierta (ORF “open Reading frame”) de

aproximadamente 9.000 nucleétidos y que codifica a una gran proteina precursora de unos
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3000 aminoacidos. Flanqueando esta zona, se encuentra la region 5"UTR y la region
3"UTR. La primera, con 341 nucleotidos, es altamente conservada entre las distintas cepas,
por lo que se piensa que la region 5°UTR juega un papel clave en la replicacion del
genoma viral asi como en la traduccion de las proteinas virales. Se ha encontrado que
posee un sitio de entrada al ribosoma: IRES (“Internal Ribosomal Entry Site’) que permite
la traduccion del genoma viral. La region 3"UTR presenta tres zonas diferenciables: una
region de unos 40 nucle6tidos poco conservada, seguida de una secuencia poli-U de hasta
200 nucleotidos y la region terminal de 98 nucleotidos, altamente conservada entre los

distintos subtipos de VHC, que es esencial para la replicacion del virus.

............ Envelope Glycoproten t
E1

---------- Capsid Protein ‘
3 c

«*+* Nucleic Acid
¥ - « - Envelope Lipid

B - - « -+ Envelope Glycoproten ,
E2

FULL VIEW CUT-A-WAY

Figura 1. Esquema de los principales componentes estructurales del virus de la hepatitis C (Tomado de
Model of the human hepatitis C virus del Dr. Louis Henderson, Frederick Cancer Research Center).

La traduccion del genoma da lugar a 10 proteinas virales como resultado del
procesamiento del precursor poliproteico codificado por el ORF, con modificaciones tanto
co- como post-traduccionales y llevadas a cabo tanto por proteasas celulares como virales.
Las proteinas estructurales que forman la particula viral estan localizadas en la regién
amino terminal del precursor proteico en el siguiente orden: C (core o proteina béasica de la
nucleocéapsida), E1 y E2 (glicoproteinas de la envuelta). A continuacion, aparecerian las
proteinas no estructurales (NS). Separando la region estructural de la no estructural se
encuentra la proteina p7, cuyo papel exacto en el ciclo de vida del VHC se desconoce; no
obstante, parece que desempefia multiples funciones en el ciclo de vida del VHC a través
de su actividad como canal idnico, pudiendo tener algin papel en la liberacion de
particulas virales, de manera que futuras terapias podrian ir dirigidas al blogueo de esta
proteina (Griffin et al, 2005). A continuacion de p7 aparecen las proteinas no estructurales

en el siguiente orden: NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A y NS5B. Las proteinas del virus no
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solo tienen funciones en la replicacion y estructura del virus, sino que también afectan a
una variedad de funciones de la célula ya que interaccionan con proteinas del huésped. La
proteina C forma la nucleocapside icosaédrica del virus. Es la region estructural méas
conservada y ademas, la mas inmunogénica, por lo que es uno de los componentes del
virus que se tiene en cuenta para en los sistemas de diagnostico. E1 y E2 son las dos
glicoproteinas de la envuelta del virus y se caracterizan por una gran variabilidad
determinada por la presencia de regiones hipervariables y juegan un importante papel en la
fisiopatologia del virus. El procesado de las proteinas estructurales es llevado a cabo por
proteasas de la célula infectada, mientras que las proteinas no estructurales son procesadas
por dos proteasas virales: la autoproteasa NS2/NS3 dependiente de zinc, que corta la
propia union entre ambas, liberandose NS3, que es la otra proteasa encargada de escindir al
resto de proteinas no estructurales. NS3 también posee actividad helicasa y fosfatasa.
NS4A actia como cofactor de la proteasa NS3 y NS4B ha sido relacionada con el
complejo de replicacion viral asociandose a NS5B y mejorando su actividad ARN-
polimerasa (Kato, 2001). Por ultimo, NS5A es una fosfoproteina que no posee actividad
enzimatica pero tiene un papel crucial en la replicacion del virus. Se compone de tres
dominios distintos, el dominio | es fundamental para la replicacion viral, el dominio Il esta
implicado en la unién a ciclofilina A, por lo que se ha postulado que juega un papel en
antagonizar la respuesta inmune innata frente al VHC. EI dominio 111 parece ser importante
para el ensamblaje de las particulas virales infecciosas (Lok, 2013). De esta manera, la
inhibicién de NS5A puede tener una potente actividad antiviral. Asi, debido a que NS3,
NS5A y NS5B son claves en la replicacion del virus, los nuevos tratamientos se estan
dirigiendo contra estas proteinas. La figura 2 esquematiza el genoma del VHC y sus

productos proteicos.

shell gycoproteins assembly Protease web replication RNA polymerase
formation or assembly

sure [ sute

Figura 2. Representacion del genoma del VHC y sus productos proteicos. (Tomado de Feeney et al, 2014).
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Hoy en dia, el diagnostico de la hepatitis virica incluye pruebas bioquimicas, con las
que poder detectar la existencia de dafio hepatico, y pruebas seroldgicas, que permitan
identificar la presencia de infeccion. En la década de los sesenta los cientificos
desarrollaron las técnicas de diagndstico para identificar al virus de la hepatitis B (1963), y
diez afos después para la identificacion de la hepatitis A (1973). Muchas de las muestras
de sangre tomadas de pacientes con hepatitis adquirida tras transfusion eran negativas para
el virus de la hepatitis A y de la hepatitis B, clasificando los cientificos a este tipo de
hepatitis como hepatitis no-A, no-B. No fue hasta la década de 1980, cuando
investigadores de la CDC y del Centro Chiron, de los grupos dirigidos por Daniel W.
Bradley y Michael Houghton respectivamente, identificaron el virus de la hepatitis C
(Choo et al, 1989). Ahora se cree que aproximadamente el 90-95% de los casos
clasificados como no-A, no-B (NA/NB) eran en realidad debidos al virus de la hepatitis C.
Fue a partir de entonces cuando se desarroll6 un test diagndstico para detectar anticuerpos
especificos frente al VHC (Franciscus, 2010). Estos se detectan a los 32-46 dias después de
la viremia y todas las guias clinicas recomiendan el estudio de anticuerpos anti-VHC como
el primer paso para la deteccion de la infeccion por VHC. No obstante, en individuos
inmunocomprometidos hay que esperar hasta 12-48 semanas para poder detectar estos
anticuerpos, por lo que se recomienda realizar pruebas de ARN del VHC en los pacientes
con hepatitis aguda que presentan una respuesta inmune deteriorada (EASL, 2011).

2.2. GENOTIPOS, SUBTIPOS Y CUASIESPECIES DEL VHC

El virus de la hepatitis C es uno de los virus con mayor grado de diversidad genética
ya que posee un alto grado de replicacion unido a la falta de capacidad de la ARN
polimerasa para corregir errores durante ese proceso. Como consecuencia de esta
heterogeneidad genética aparecen grupos virales genéticamente distintos o genotipos. Estos
genotipos se generaron hace muchos afos y difieren entre si en un 30-35% de su secuencia
génica (Simmonds et al, 1995). Se han descrito 6 genotipos diferentes, y cada genotipo
puede presentar a su vez algunos subtipos (hay descritos mas de 84), cuyas diferencias de
nucleotidos se encuentran entre el 20-25% (Bhattacherjee et al, 1995). Los genotipos se
denominan mediante un namero (del 1 al 6), y los subtipos mediante una letra mindscula.
Ademas, el VHC, como la mayoria de los virus de ARN, circula como una mezcla de

genomas, que Se conocen como cuasiespecies, estrechamente relacionadas entre si, que
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surgen por mutaciones puntuales del genoma original, y con identidad de secuencia
superior al 98% (Bukh et al, 1995).

Aunque todos los genotipos se distribuyen por todo el mundo, existen diferencias de
prevalencia segun la region (Figura 3); asi, los genotipos 1a y 1b son los méas frecuentes en
los EE.UU. Estos subtipos son predominantes en Europa, especialmente el 1b, muy
frecuente también en China y Japon. El subtipo 2a es frecuente en Japon y China y el 2b en
Norteamérica y en el norte de Europa. El genotipo 3 es prevalente en Nepal, India,
Pakistan y Bangladesh. El genotipo 4 es mas frecuente en el Norte de Africa, central y
Oriente proximo. Los genotipos 5 y 6 estdn relegados a Sudéafrica y Hong Kong
respectivamente (Ebeling, 1998). En Espafia, el genotipo mayoritario es el genotipo 1, a
éste le sigue el genotipo 3, y posteriormente y de manera mas minoritaria los genotipos 4 y
2. El genotipo 5 se encontraria excepcionalmente, siendo muy poco prevalente (Alberti et
al, 2011).

Uno de los factores mas influyentes en la respuesta al tratamiento frente al VHC es el
genotipo viral, siendo las tasas de respuesta viral sostenida menores en pacientes con
genotipo 1 que en los que estan infectados por genotipos 2 y 3 (50% vs. 75%
respectivamente) (Hadziyannis et al, 2004). Ademas, nuevas drogas, como telaprevir y
boceprevir, son solamente efectivas contra el genotipo 1 (Jacobson et al, 2011; Zeuzem et
al, 2011; Poordad et al, 2011). Por tanto, la determinacion del genotipo viral es de gran

utilidad en el tratamiento de la infeccion por el VHC.

%

é B<1% W 25-49%
b B1-24% MW >5% [J No data

Figura 3. Distribucion geografica y prevalencia de los distintos genotipos del virus de la hepatitis C.
(Tomado de Ebeling, 1998; y el circulo que representa prevalencia en Espafia tomado de Alberti et al, 2011).
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3. INFECCION POR EL VIRUS DE LA HEPATITIS C
3.1. HISTORIA NATURAL

La infeccion por el virus de la hepatitis C (VHC) es un problema de salud global con
una prevalencia del 2.35%, lo que implica que existen aproximadamente 160 millones de
personas infectadas cronicamente por este virus (Lavanchy, 2011). La principal via de
contagio del VHC es a través de contacto con la sangre. Tras el inicio de la infeccion, se
produce una fase aguda que en la mayoria de los pacientes es asintomatica, por lo que no
son conscientes de su enfermedad. En el resto de pacientes sintomaticos la mayoria de los
signos clinicos son inespecificos, aunque suelen presentar fatiga, nauseas, dolor abdominal,
pérdida de apetito, fiebre leve, y en menor proporcién ictericia. EI ARN del VHC se
detecta en el suero del paciente entre el séptimo y el vigésimo primer dia después de la
transmision viral. Sin embargo, pueden producirse periodos de incubacion mas largos,
especialmente en los casos en que han sido transmitidos sélo pequefias cantidades de carga
viral (Maasoumy et al, 2012). Los episodios de hepatitis fulminante son muy escasos, si
bien, éstos podrian ser mas comunes en pacientes coinfectados con otros virus
hepatotropos, no obstante, los datos con respecto a esto son contradictorios y no
concluyentes (EASL, 2011). Tras la infeccidn aguda, alrededor de un 26% de los pacientes
eliminan el virus espontaneamente, proceso denominado “aclaramiento viral espontaneo”
(AVE), haciéndose indetectable el ARN del VHC entre los 3 y 4 meses desde el comienzo
de la infeccion. En el resto de los pacientes la viremia persiste pasados los 6 meses de la
infeccion aguda, considerandose infeccién cronica por VHC (Santantonio et al, 2008) y es
muy raro que ocurra AVE. Realmente no se conoce por qué unos individuos eliminan el
virus espontaneamente y otros no, aungue se ha asociado con el sexo femenino (Bakr et al,
2006; Rao et al, 2012), sufrir hepatitis aguda sintomatica (Micallef et al, 2006) y con
factores genéticos del hospedador. Entre estos ultimos, encontramos diversos
polimorfismos genéticos del HLA, como los alelos DRB1*11:01 y DQB1*03:01 (Alric et
al, 1997; Yee, 2004), de los receptores KIR (Khakoo et al, 2004), de determinadas
quimiocinas e interleuquinas y de los genes estimulados por interferones (IFNs ) (Knapp et
al, 2003). Més recientemente, un estudio con genes candidatos identifico asociacion entre
variaciones en el locus IL28B y el aclaramiento espontaneo (Thomas et al, 2009), resultado
que posteriormente fue confirmado por otros dos trabajos (Tillmann et al, 2010; Rauch et

al, 2010). Ademas, en un estudio de genes candidatos, se han relacionado a los genes
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HAVCR1, TANK, TNFSF18 e IL18BP con el AVE en poblacién americana tanto de origen
europeo como africano (Mosbruger et al, 2010). Estos genes intervienen tanto en la
inmunidad innata como adaptativa, por lo que ambas ramas de la inmunidad parecen estar
involucradas en la resolucion de la infeccion por el VHC. Otros trabajos indican que el tipo
de respuesta celular frente a la infeccion viral resulta decisiva para su evolucion. Asi, se
sabe que el control del balance Th1/Th2 de la respuesta inmune adaptativa es fundamental
en este tipo de infecciones, por lo que alteraciones en la expresion de determinadas
citocinas podrian favorecer una respuesta Thl mas eficiente en la resolucion de la
infeccion, y por el contrario, una respuesta con predominio Th2 favoreceria la
cronificacion (Lloyd et al, 2007).

Una vez que se estable la infeccidn cronica por el VHC, se produce un dafio crénico
continuo a nivel hepatico que produce fibrosis hepatica como consecuencia de la
acumulacién excesiva de proteinas de la matriz extracelular, principalmente de colageno.
Este proceso denominado fibrogénesis es un proceso complejo mediado por
necroinflamacion y activacion de las células estrelladas. El conocimiento del grado de
fibrosis en los pacientes con hepatitis C es fundamental para determinar el prondstico de la
enfermedad, y con ello la necesidad de tratamiento, de manera que es crucial controlar el
grado de fibrosis de estos pacientes (Estrabaud et al, 2012). El proceso de fibrogénesis
puede derivar en cirrosis, y posteriormente en hepatocarcinoma (figura 4). El curso
individual de la enfermedad hepatica es muy variable. Los pacientes pueden presentar
sintomas tales como malestar derecho abdominal, nduseas, fatiga, mialgia o pérdida de
peso, los cuales no se asocian con la gravedad de la lesion hepatica. La mayoria de los
sintomas relacionados con el higado estan restringidos a la cirrosis hepéatica avanzada.

12
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Hepatitis cronica

estable
Aclaramiento Insluficiencia
espontaneo 3.6%/ai hepatica
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Figura 4. Historia Natural de la infeccién por el virus de la hepatitis C. (Adaptado de Maasoumy et al, 2012).

3.2. TRATAMIENTO DE LA HEPATITIS POR VHC Y FACTORES
INVOLUCRADOS EN LA RESPUESTA AL TRATAMIENTO

El tratamiento de la infeccion por el VHC persigue disminuir la infeccion, disminuir
el riesgo de cirrosis o descompensacion, disminuir el desarrollo de hepatocarcinoma y
mejorar la supervivencia y calidad de vida de estos pacientes. La historia del tratamiento
empleado en esta patologia se describe a continuacion.

En 1991, la FDA (Food and Drug Alimentation) aprueba el interfer6n alfa para tratar
a la hepatitis C, consiguiéndose tasas de “respuesta viroldgica sostenida” (RVS) (carga
viral negativa 6 meses después del tratamiento) del 9% para individuos infectados por
genotipo 1 y del 30% para los infectados por genotipos 2 y 3. En 1998, la FDA aprueba el
uso combinado del interferdn alfa con la ribavirina para el tratamiento de la hepatitis C. La
ribavirina es un nucledsido sintético con un amplio espectro de actividad antiviral que fue
inicialmente desarrollado como posible tratamiento para el virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH), pero no resulté eficaz ni con el VIH ni con el VHC; no obstante, los
hallazgos de que este compuesto reducia los niveles de enzimas hepéticas en suero,
condujo a los estudios de combinacion con el interferon, produciéndose una sinergia que
resultd ser un gran avance para el tratamiento de la hepatitis C. Asi, el tratamiento con la
terapia combinada aumento las tasas de respuesta al 29% para el genotipo 1 y al 62% para

los genotipos 2 y 3.
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En el 2001 se produce una nueva era en el tratamiento de la hepatitis C al aprobarse
el primer interferon pegilado por la FDA. Hasta ese momento, se conseguian
concentraciones elevadas de interferén pero éstas se mantenian poco tiempo, por lo que
durante gran parte del periodo posoldgico se daban concentraciones subinhibitorias. La
unioén de un polietilenglicol (PEG) a otra molécula recibe el nombre de “pegilacion”, y al
derivado formado se le denomina “pegilado”. La pegilacion del interferén aporté mejoras
farmacocinéticas y farmacodinamicas principalmente porque reduce su aclaramiento por
reducir el filtrado glomerular, aumentar la resistencia a la proteolisis e incluso a la
fagocitosis. El beneficio del aumento de las concentraciones de los niveles de interferdn
durante un periodo prolongado de tiempo fue la supresién constante del virus y aumento de
la probabilidad de una respuesta virolégica sostenida, de hecho, s6lo con la monoterapia de
interferon pegilado se alcanzaron tasas de respuesta al tratamiento del 14% para los
genotipos 1 y del 47% para los genotipos 2 y 3. En ese mismo afio, se aprobd la terapia
combinada de ribavirina con el interferén pegilado (PeglFN y RBV) alcanzandose tasas del
40-50% para los genotipos 1 y del 75-80% para el resto de los genotipos (Franciscus,
2010). Curiosamente, estas tasas eran mayores en paises del este que del oeste (Chuang
and Yu, 2013).

En busqueda de mejores tasas de respuesta al tratamiento de la hepatitis C, en el
2007 se inicia el desarrollo de nuevos farmacos: los agentes antivirales de accion directa
(AAD). Actualmente hay tres clases de ADDs en ensayos clinicos: inhibidores de
proteasas NS3/4A, inhibidores de la fosfoproteina NS5A del complejo de replicacién
NS5A e inhibidores de la polimerasa NS5B. Hasta la fecha, la FDA ha aprobado para su
uso 4 AADs. Los primeros AADs aprobados fueron dos inhibidores de proteasas NS3:
telaprevir y boceprevir, que las comercializan Vertex® y Shering® respectivamente. La
triple terapia, que consiste en la terapia combinada convencional de interferén pegilado
con ribavirina mas el inhibidor de proteasa, consigue aumentar significativamente los
ratios de respuesta viroldgica sostenida, con ratios de respuesta del 40 al 70% en pacientes
“naive” (Jacobson et al, 2011; Poordad et al, 2011) y del 20 al 65% en los pacientes con
virus G1 que no respondieron a la terapia convencional (Zeuzem et al, 2011; Bacon et al,
2011). Actualmente se ha autorizado otro inhibidor de proteasa, el simeprevir, asi como el
primer ADD inhibidor de la NS5B, el sofosbuvir. Estos tienen regimenes de dosificacion
méas facil (una pastilla al dia), y parece que tienen menos efectos secundarios y de
interaccién con otros medicamentos (Figura 5).
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Figura 5. Representacién del genoma del VHC, sus productos proteicos e inhibidores. Los agentes
antivirales de accion directa que aparecen en negrita son los que tienen licencia y estan aprobados; el resto se
encuentra en fase Il o 111 de estudio. (Tomado de Feeney et al, 2014)

3.2.1. Factores intrinsecos al huésped
Aunque ya se han sefialado algunos factores relacionados con la respuesta al
tratamiento (genotipo viral e IL28B), a continuacion se resumen factores asociados con la
respuesta al tratamiento, tanto intrinsecos al huésped como del propio virus.
- Sexo
Al igual que con el AVE, donde las mujeres aclaran la hepatitis C aguda hasta
dos veces mas que los hombres, la respuesta al tratamiento con Peg-IFN/RBV es
mayor en mujeres premenopausicas que en los hombres (Villa et al, 2011), y aunque
el mecanismo subyacente no ha sido claramente explicado, podria estar relacionado
con un mayor nivel de estrégenos, ya que esas diferencias desaparecen después de la
menopausia (Hayashi et al, 1998)
- Edad
La infeccion por VHC a edades tempranas podria facilitar la eliminacion del
virus, aungue se han publicado resultados controvertidos con respecto a partir de
qué edad las respuestas al tratamiento serian mucho menores, >65 afios 0 >40 afios
(Huang et al, 2010 y Antonucci et al, 2007 respectivamente). Sin embargo, esto
podria ser explicado porque los pacientes mayores con VHC cronica sufren mas

efectos adversos, con modificacion de dosis o interrupcién del tratamiento.
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- Etnia
Desde la introduccion de IFNa para el tratamiento de la VHC, se han
encontrado ratios de RVS superiores en poblacion asiatica respecto al resto (Yu et
al, 2009). Asi, en los paises del oeste los ratios de RVS al tratamiento convencional
con IFNa-PEG mas ribavirina eran del 70-80% para los pacientes infectados con
genotipo 1 y del 90-95% para los infectados con genotipo 2, mientras que en los
paises del oeste eran del 50% y del 80% respectivamente. Ademas, los ratios de
RVS en pacientes americanos de origen africano eran mas bajos que la de los
hispanicos y americanos caucasicos (Muir et al, 2004). Por tanto, la raza influye
sustancialmente y predice como serd la respuesta al tratamiento convencinal con
IFNo-PG mas ribavirina en los pacientes con VHC (Chuang et al, 2013). Parte de
esta diferencia podria explicarse por la diferente frecuencia alélica encontrada para
el alelo C del polimorfismo rs12979860 del locus IL28B en las distintas etnias (Ge
et al, 2009).
- Coinfeccion
En general, el ratio de RVS en pacientes que son coinfectados por el VIH y el
VHC es menor que en los pacientes monoinfectados VHC. Ciertas condiciones que
son méas frecuentes o exclusivas de los pacientes VIH pueden tener un efecto
negativo en la RVS, como la interferencia entre las drogas antivirales con la terapia
de la hepatitis C, la deplecion de los linfocitos CD4+, la resistencia a la insulina, la
esteatosis o el avance de la fibrosis (Soriano, 2006).
- Enfermedades metabdlicas asociadas
Se encuentran principalmente la resistencia a la insulina y desérdenes en la
sintesis de lipidos. La presencia de resistencia a insulina y diabetes mellitus tipo 2
conduce a que se den ratios mas bajos de RVS en los pacientes infectados por VHC
(Romero-Gomez et al, 2005; Conjeevaram et al, 2007). Interesantemente, el
aclaramiento del virus revierte el desorden metabdlico, atenuandose la resistencia a
la insulina y restableciéendose la funcion de las células B pancreéticas, apoyando
estos estudios una relacion entre la infeccidn crénica por VHC vy la resistencia a la
insulina (Kawaguchi et al, 2007; Arase et al, 2009). Niveles bajos de colesterol y

de triglicéridos en suero se asocian a mayores niveles de viremia (Dai et al, 2008).
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- Factores genéticos

Los principales factores genéticos asociados con la respuesta al tratamiento

han sido:

IL28B: Tres estudios de GWAs identificaron asociacion de este mismo locus
con la respuesta al tratamiento del VHC en pacientes infectados por genotipo
1 (Ge et al, 2009; Suppiah et al, 2009; Tanaka et al, 2009). El papel de este
polimorfismo no es tan importante en los pacientes infectados por G2 6 G3,
asociandose en este grupo de pacientes con la respuesta viroldgica rapida mas
que con la respuesta viroldgica sostenida (Rauch et al, 2010; Mangia et al,
2010; McCarthy et al, 2010; Sazarrin et al, 2011; Stattermayer et al, 2011)
TNFa: Citoquina pro-inflamatoria con dos polimorfismos (-308 y -238) en su
region promotora que influencian la expresion de esta citoquina. Se ha
encontrado que el polimorfismo -308 puede ayudar a predecir la RVS de la
terapia combinada especialmente en los pacientes con genotipo 1 y con alta
carga viral (Dai et al, 2006)

HLA: Molécula fundamental para la respuesta del hospedador a la infeccion.
Varios alelos HLA se han asociado con el curso de la evolucion de la
infeccion, concretamente, los alelos A24, B40 y B44, asi como los haplotipos
B40-DR3, B46-DR9, Cwl1-DQ3 y Cw1-DR9 se han asociado con RVS
(Romero-Gomez et al, 2003; Dai et al, 2010)

- Carga viral

Una carga viral elevada se ha asociado a una peor respuesta al tratamiento,

siendo un importante predictor de RVS (Poynard et al, 1998; Lauer et al, 2001).

- Genotipo viral

El genotipo viral es el mayor predictor de respuesta al tratamiento hasta la

fecha; asi, el porcentaje de respuesta a la terapia combinada con IFN-PEG/RBV es

del 40-50% en los pacientes con genotipo 1 y del 75% en los pacientes con

genotipo 2 0 3. Ademas, el genotipo viral también es relevante en la respuesta al

tratamiento con los AADs como el telaprevir y boceprevir, usandose para los

pacientes con genotipo 1 que incrementan su porcentaje de respuesta al 75% (Doyle

et al, 2012). En los paises asiaticos, los porcentajes de respuesta a la terapia

combinada son mayores en ambos grupos pero también existen diferencias (70-80%
vs. 90-95%) (Chuang et al, 2013).
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3.3. FIBROSIS HEPATICA POR VHC

Tras una hepatitis viral, se produce un dafio hepatico agudo, las células
parenquimales se regeneran y sustituyen a las células que han sufrido necrosis o apoptosis,
y este proceso de lesion-reparacion junto a un deposito continuado de proteinas de la
matriz extracelular, como colageno, fibronectina, acido hialuronico, etc, da como resultado
la fibrosis hepatica. Se ha demostrado que las células hepaticas estrelladas juegan un papel
clave en este proceso siendo las principales productoras de colageno. Este deposito origina
la desorganizacion de la arquitectura del tejido hepatico, apareciendo numerosas lesiones
fibrosas que posteriormente causan la aparicion de nddulos de regeneracion hepatica, lo
que se define como cirrosis. Esta situacion produce disfuncion hepatocelular, asi como un
incremento de la resistencia intrahepatica al flujo sanguineo, lo que clinicamente se traduce
en insuficiencia hepatica e hipertension portal. Entre los mas frecuente sistemas de
estatificacion de fibrosis esta la escala METAVIR que distingue 4 estadios: FO con
ausencia de fibrosis, F1 con fibrosis portal, F2 con fibrosis periportal, F3 con fibrosis en
puentes y F4 que representa la fibrosis hepaticas. Otras escalas como los sistemas de
puntuacion de Knodell, Ishak y Scheuer evallan semi-cuantitativamente la fibrosis en la
biopsia hepatica.

Existe una gran variabilidad en la respuesta desde el punto de vista de la progresion
de la fibrosis en los pacientes con infeccion por VHC, de manera que no todos los
pacientes expuestos al mismo agente causal desarrollan el mismo grado de fibrosis
hepética ni lo hacen a la misma velocidad. Por tanto, los factores propios del hospedador,
como factores genéticos, parecen desempefiar un importante papel en este proceso
(Poynard et al, 1997). Asi, se han asociado con la progresién a fibrosis polimorfismos en el
receptor de la vitamina D (VDR) (Baur et al, 2012) y de la bomba de exportacién de sales
biliares (ABCB11) (lwata et al, 2011). Con respecto al gen 1L28B, anteriormente citado en
el AVE y la RVS, unos trabajos encuentran asociacion con mayor frecuencia de progresion
a fibrosis (Fabris et al, 2012; Abe et al, 2010), pero en otro estudio esto no se confirma
esta relacion (Marabita et al, 2011).

Los pacientes coinfectados VHC/VIH progresan mas rapidamente a cirrosis que en
monoinfectados, poseen un mayor desarrollo de hepatocarcinoma y mayor riesgo de
muerte (Poynard et al, 2003; Soriano et al, 2010). La coinfeccién con otros virus

hepatotropos también empeora el prondstico y aumenta el riesgo de derivar a
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hepatocarcinoma, describiéndose casos de hepatitis fulminante en coinfecciones con el
virus de la hepatitis A (EASL 2011). Sin embargo, ni el genotipo ni la carga viral VHC
influyen en la velocidad de progresion a fibrosis, si bien, el genotipo 3 si podria estar
favoreciendo una mayor velocidad en la progresion del dafio a nivel hepatico al asociarse
con esteatosis y transamisasas elevadas (Barreiro et al, 2006). Por otro lado, también se ha
asociado con un mayor riesgo de progresion a fibrosis la resistencia a la insulina (Romero-
Gomez, 2006) asi como la presencia de autoanticuerpos antinucleares (Hsieh et al, 2008).
Ademaés, clasicamente, factores como el sexo masculino, la edad, la duracion de la
infeccion por el VHC vy altos niveles de consumo de alcohol se han asociado con un mayor

dafio hepatico.

3.4. INFLUENCIA DE LA INFECCION POR VIH SOBRE LA HEPATITIS
C CRONICA.

La presencia en un mismo individuo de infeccion cronica por VHC y VIH conlleva
interacciones complejas que modifican la historia natural de ambas infecciones. Con
respecto a la evoluciodn de la infeccion por VHC en pacientes con VIH, ésta se empeora en
la coinfeccion incrementandose y acelerandose el grado de fibrosis y el riesgo de evolucion
a cirrosis (Di Martino et al, 2001; Martinez-Sierra et al, 2003). En un estudio multicéntrico
europeo, se examino el resultado de la biopsia hepatica en 914 pacientes con coinfeccion
VIH/VHC. Cerca de la mitad de los pacientes tenian grados avanzados de fibrosis hepética
(F3-F4) después de los 40 afios de edad (Martin-Carbonero et al, 2004). Claramente la
evolucion a enfermedad hepética terminal ocurre antes en esta poblacion de coinfectados
por VIH/VHC que en los monoinfectados. Esto también incluye el desarrollo de
hepatocarcinoma en edades méas jovenes. De forma global, el 25% de los pacientes
coinfectados desarrollan cirrosis hepatica a los 15 afios de la exposicion inicial al VHC,
mientras que esto solo ocurre en el 5% de los pacientes monoinfectados por el VHC (Ruiz-
Sancho et al, 2006). Una vez establecida la infeccién crénica por VHC, las
concentraciones de ARN-VHC son mas altas en los pacientes coinfectados con VIH/VHC,
tanto en el higado como en el plasma; ademas, en estos pacientes se obtiene una peor
respuesta al tratamiento anti-VHC, debido a esas altas concentraciones de ARN-VHC,
grado avanzado de fibrosis hepatica, disfuncién inmune asociada al VIH, etc.

Los mecanismos por los cuales el VIH acelera la progresién de la enfermedad

hepatica en los pacientes coinfectados con VHC no se conocen bien. Esta descrito que
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existe una correlacion entre recuentos elevados de linfocitos T CD4+ y menor grado de
fibrosis hepatica (Martinez-Sierra et al, 2003), y el estado de inmunosupresién, valorado
por el bajo recuento de linfocitos T CD4+, se asocia sisteméaticamente a fibrosis grave. Por
otro lado, el peor control de la replicacion del VHC en los pacientes coinfectados por el
VIH parece deberse a la menor respuesta de las células CD8+ especificas anti-VHC. En
general, la disminucién de la inmunidad mediada por células en los pacientes con VIH
facilita una mayor replicacion del VHC. El incremento de la viremia por VHC podria
explicar también la mayor frecuencia de cirrosis entre los pacientes coinfectados por VIH.
Por otro lado, los mecanismos que forman parte del proceso de afectacion tisular, como la
alteracion del patrén local de citocinas, la expresién de moléculas de adhesion o la
liberacion de factores fibrogénicos, pueden estar modificados en pacientes

inmunocomprometidos (Mastroianni et al, 2002).

4. GENES CANDIDATOS EN ESTE ESTUDIO

El VHC debe evadir tanto la respuesta inmunoldgica innata como la adaptativa, por
lo que componentes de ambas ramas pueden estar involucradas en el curso de la infeccién
por el VHC. A continuacion se detallan los 5 genes seleccionados en este trabajo tras haber
sido identificados en estudios genéticos a gran escala.

4.1. 1L28B

En 2009 una serie de estudios independientes encontraron que polimorfismos en el
locus 1L28B (rs12979860 o rs8099917) estaban asociados con la respuesta al tratamiento
con terapia combinada en pacientes infectados por genotipo 1 (Ge et al, Tanaka et al and
Suppiah et al, 2009). Pacientes con ese genotipo también tenian méas probabilidad de
aclarar espontaneamente al virus (Thomas et al, 2009). Detallando sus hallazgos, el grupo
de Ge et al encontraron que el genotipo rs12979860CC implicaba una doble respuesta al
tratamiento frente al genotipo rs12979860TT en poblacion americana, tanto de origen
europeo como africano y en hispanicos. En todos ellos, el grupo de pacientes CC
presentaba porcentajes de respuesta muy superiores a los pacientes CT y TT (similar entre
ellos). Sumando todas las poblaciones (n=1137), los pacientes CC (un 34%) tenian tasas de
respuesta al tratamiento en torno al 80%, frente al 35% de respuesta al tratamiento en los
pacientes CT y TT. Ademas, los pacientes CC americanos de origen africano tenian ratios

de respuesta al tratamiento superiores a las de los pacientes TT de origen europeo (53.3%
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vs. 33.3%), lo que enfatiza la importancia del genotipo en si frente a la etnia en la
prediccion de la RVS. Por otro lado, el grupo de Tanaka et al y el de Suppiah et al,
realizaron dos GWAs independientes, el primero con poblacién japonesa (n=154), cuyos
hallazgos lo replican en otra cohorte independiente (n=172) y el segundo con poblacion
australiana de origen europeo (n=293). Ambos grupos detectaron que el polimorfismo
rs8099917 a traves de un modelo de herencia dominante del alelo minoritario (G) con la no
RVS al tratamiento, prediciendo el alelo G la no respuesta con un OR de 25.1 y 2.28
respectivamente. Tras estos hallazgos, el grupo de Thomas et al, estudio el polimorfismo
rs12979860 en seis cohortes independientes de pacientes AVE (n=388) y de pacientes
cronicos con VHC (n=620), divididos en individuos de origen europeo y de origen
africano, y encontraron que el alelo estaba mas sobrerrepresentado en los individuos AVE
tanto en los de origen europeo (80.3% vs. 66.7%) como en los de origen africano (56.2%
vs. 37%). Ademas, como Ge et al, no encontraban diferencias entre los genotipos CTy TT,
por lo que el efecto protector del alelo C seria a traves de un modelo recesivo.

En el afio 1957, los cientificos descubrieron las propiedades antivirales de una
sustancia natural a la que llamaron interferén (IFN) por su capacidad de "interferir" con la
replicacion viral (Isaacs et al, 1957). Actualmente los IFNs se clasifican en tres grupos:
tipo I (incluyen a todos los IFNsa, IFN, IFNg, IFNk, IFN® e IFNv), tipo Il (s6lo hay uno,
IFNy) y tipo IIT (IFNAs). Los IFNAs se identificaron a principios de 2003 por dos grupos de
manera independiente y se nombraron como IFN-A1 (IL29), IFN-A2 (IL28A) e IFN-A3
(1L28B) (Kotenko et al, 2003; Sheppard et al, 2003). Los tres genes de IFN-X se localizan
en el cromosoma 19, posicion 19g13, y recientemente, se ha identificado un nuevo gen
dentro de este grupo, IFN-A4 (Prokunina-Olsson et al, 2013). Las proteinas IFNA se unen a
un complejo receptor formado por una cadena IL28RA (IFNAR1) y una cadena IL10R2,
ésta ultima presente también en los complejos de los receptores de IL10, 1L22 e IL26.

La induccidn de interferones tipo 1y 11l en las células infectadas es crucial no sélo en
la defensa temprana contra los virus, sino también durante la fase crénica de la infeccion
virica. Se han descrito dos rutas a traves de las cuales se induce la produccion de IFN tipo |
y Il tras infeccion virica: la ruta de los receptores tipo toll (TLRs): TLR3, TLR7 y TLR9,
y la de los receptores citosélicos tipo RIG-1 (RLRs): RIG-1 (&cido retinoico inducible del
gen-1) y MDAGS (antigeno 5 de diferenciacién asociado a melanoma). Estos receptores
poseen la capacidad de reconocer a los virus a través de sus acidos nucleicos. En el caso
del VHC, virus RNA de cadena doble, se uniria al TLR3, quién a través de la proteina
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adaptadora TRIF y el complejo quinasa TBK1/IKKze activaria principalmente a los factores
de transcripcion IRF3 y NFkB, que inducen la expresion de los genes de IFN tipo I y III.
Por otro lado, la union del ARN viral a MDA5S produce un cambio conformacional que
permite la union de MAVS, un adaptador esencial en las rutas citosolicas, que conlleva
también la activacion del complejo TBK1/IKKe. A su vez, los IFNs tipo 1 y Il activan un
mecanismo de sefializacion a través del sistema JAK-STAT con la formacion de un factor
de transcripcion conocido como ISGF3 (factor 3 de los genes estimulados por IFN), el cual
se transloca al nucleo e induce la expresion de genes estimulados por IFN (ISGs), que
conlleva induccién de actividad antiviral y una mayor expresion de moléculas HLA de
clase I. Esto se ilustra en la siguiente figura 6 (Heim, 2012). Debido a que la cascada de
sefializacion de los IFN-A es similar a la de los IFN-a o B, es 16gico pensar que sus
actividades biologicas sean también parecidas. No obstante, la magnitud de la respuesta
inducida por los IFN-a suele ser mayor que la de IFN-A, lo cual puede ser reflejo de
diferente fuerza de sefializacion de sus receptores o bien de diferentes niveles de expresion

de los mismos
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Figura 6. Induccidn de IFNs tras infeccion virica. (Tomado de Markus Heim 2012).

Centrandonos en los IFNA, se ha demostrado en distintos experimentos que tiene una
fuerte actividad antiviral frente a distintos virus (Dumoutier et al, 2004), entre los que se

encuentra el VHC, donde varios trabajos sefialan la capacidad de este interferon para
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inhibir su replicacion, lo que sugiere la posibilidad de usar IFN-A en el tratamiento de
infecciones causadas por este virus (Robek et al, 2005; Marcello et al, 2006). La
importancia de la actividad antiviral de estos IFNAs ha sido remarcada por el
descubrimiento de que hay virus de la familia Poxviridae, capaces de neutralizar a traves
de la union de proteinas propias no sélo a IFNs tipo | (ya observado con proteinas de otros

virus) sino también a IFNs tipo Il (Huang et al, 2007).

HAVCR1, TANK, TNFSF18 e IL18BP.

En un estudio de genes candidatos de la inmunidad en el curso de la infeccion por
VHC, se ha relacionado a estos 4 genes con el AVE tanto en poblaciones americanas de
origen europeo (AE y n= 441) como de origen africano (AA y n=352) (Mosbruger et al,
2010), ya que detectan SNPs asociados en ambas poblaciones. A continuacién, en caso de
varios SNPs, sefialamos aquellos que tienen mayor grado de significacion. Con respecto al
gen HAVCR], tras el estudio de 16 SNPs en ambas poblaciones encuentran que hay 2
SNPs significativamente asociados con el AVE, uno en poblaciéon AA (rs6880589
p=0.0007 y OR=0.41) y otro en poblacion AE (rs953569 p=0.007 y OR=0.68). Con
respecto a TANK, tras el estudio de 28 SNPs en ambas poblaciones encuentran que hay 5
SNPs significativamente asociados con el AVE en poblacion AA (rs7586242 p = 0.003 y
OR=0.59) y otros 5 SNPs significativamente asociados en poblacién AE (rs1267059
p=0.0008 y OR=0.51). Por otra parte, tras el estudio de 9 SNPs de la region TNFSF18
encuentran que hay 1 SNP significativamente asociado con el AVE en poblacion AA
(rs723858 p = 0.002 y OR=2.74) y 3 SNPs significativamente asociados en poblacion AE
(rs2236876 p=0.004 y OR=1.58). Por ultimo, con respecto al gen IL18BP, tras el estudio
de 12 SNPs en ambas poblaciones detectan un SNP significativamente asociado con el
AVE en poblacion AA (rs3750912 p = 0.005 y OR=2.44) y otro en poblacion AE
(rs2298455 p=0.003 y OR=1.85).

4.2. HAVCR1

El gen HAVCR1 (“hepatitis A virus celular receptor 1) se identifico como el
receptor del virus de la hepatitis A, primero en monos (Kaplan et al, 1996) y
posteriormente en humanos (Feigelstock et al, 1998). Simultaneamente en 1998 se
identifica como una proteina cuya expresion aumenta en el dafio renal por isquemia, de ahi
gue se conozca también como KIM1 (“kidney injury molecule™) (Ichimura et al, 1998).
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Posteriormente, en 2001 el gen se maped en el locus Tapr (“T cell and airway phenotype
regulator”), que se encuentra dentro de la regiéon cromosdémica 5q23-35, asociada con
susceptibilidad a asma y a alergia (Mclintire et al, 2001). HAVCR1 codifica una
glicoproteina transmembrana tipo | que posee dos dominios en su region extracelular, uno
de inmunoglobulina (IgV) en el extremo amino terminal y otro de mucina, por lo que
también es conocido como TIM1 (“T cell immunoglobulin domain and mucin domain”). El
dominio de IgV contiene un sitio amino de glicosilacion y el de mucina numerosos sitios
hidroxilos glicosilados. Ademas, el dominio de IgV podria ser también capaz de unir
glucidos a través de acido sialico. Su region intracelular contiene residuos de tirosina
susceptibles de fosforilacion que estarian implicados en la sefializacion. Se han
identificado otros genes homdélogos a HAVCR1 (TIM1) en la misma regién cromosémica,
TIM3 y TIM4, y sus productos génicos mantienen una estructura conservada que incluye
esos dos dominios estructurales que las definen, constituyendo estas tres proteinas la
familia TIM en humanos.

El ligando de HAVCRL1 no esta bien caracterizado, aunque algunos trabajos indican
que se puede unir a otras proteinas HAVCR1 (Santiago et al, 2007) asi como a TIM4
(Meyers et al, 2005). Ademas, ambas moléculas son proteinas de union a fosfatidilserina y
podrian interaccionar a través de los exosomas mediante este glicerolfosfolipido
(Miyanishi et al, 2007; Freeman et al 2010; Rennert, 2011). (ver figura 7).

HAVCRL1 se expresa en células del sistema inmunitario (mastocitos, linfocitos Th2,
linfocitos B, células NK-T) y en células del epitelio tubular del rifion. Esta glicoproteina
acta como molécula coestimuladora para la activacion de los linfocitos T y mas
recientemente se ha sugerido que juega un papel en el reconocimiento y la fagocitosis de
células apoptoticas. En concreto, HAVCR1 se expresa después de la activacion de
linfocitos Th virgenes y favorece la diferenciacion a linfocitos Th2. Los niveles de
expresion mas altos de HAVCR1 se han encontrado en lineas de linfocitos Th2 y se han
asociado con niveles bajos de IFNy en las células mononucleares (Khademi et al, 2004;
Souza et al, 2005). El uso de anticuerpos anti- HAVCR1 junto con la estimulacion
simultanea del TCR aumentan en gran medida la proliferacion de los linfocitos T vy
potencian la produccién de citoquinas Th2 (IL4, IL5, IL13) (Umetsu et al, 2005). Sin
embargo, anticuerpos de alta afinidad anti-HAVCR1 favorecen la diferenciacion de los
linfocitos Th a Thl y Th17 (Xiao et al, 2007). Por otra parte, la estimulacion in vitro de
TIM-1 reduce la expresién de Foxp3, regulando la capacidad supresora de las células Treg
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(Degauque et al, 2008). Por tanto, parece que TIM1, ademas de regular la respuesta de las

células Th2, esta glicoproteina también regula la respuesta de las células Thl, Th17y Treg.
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Figura 7. Esquema de la proteina HAVCRL1 (TIM1) y de sus ligandos con propuesta de unién via exosoma.
Glicoproteina de superficie con un dominio inmunoglobulina V y un dominio de mucina (Adaptado de
Kuchroo et al, 2008).

HAVCRL1 se expresa en células del sistema inmunitario (mastocitos, linfocitos Th2,
linfocitos B, células NK-T) y en células del epitelio tubular del rifién. Esta glicoproteina
acta como molécula coestimuladora para la activacion de los linfocitos T y mas
recientemente se ha sugerido que juega un papel en el reconocimiento y la fagocitosis de
células apoptoticas. En concreto, HAVCR1 se expresa después de la activacion de
linfocitos Th virgenes y favorece la diferenciacion a linfocitos Th2. Los niveles de
expresion mas altos de HAVCRL1 se han encontrado en lineas de linfocitos Th2 y se han
asociado con niveles bajos de IFNy en las células mononucleares (Khademi et al, 2004;
Souza et al, 2005). El uso de anticuerpos anti- HAVCRL1 junto con la estimulacion
simultanea del TCR aumentan en gran medida la proliferacion de los linfocitos T y

potencian la produccién de citoquinas Th2 (IL4, IL5, IL13) (Umetsu et al, 2005). Sin
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embargo, anticuerpos de alta afinidad anti-HAVCR1 favorecen la diferenciacion de los
linfocitos Th a Thl y Th17 (Xiao et al, 2007). Por otra parte, la estimulacion in vitro de
TIM-1 reduce la expresion de Foxp3, regulando la capacidad supresora de las células Treg
(Degauque et al, 2008). Por tanto, parece que TIM1, ademas de regular la respuesta de las
células Th2, esta glicoproteina también regula la respuesta de las células Thl, Th17 y Treg.

El locus HAVCRL1 es altamente polimorfico tanto en su regién promotora como a lo
largo de todo el gen. Presenta varios polimorfismos de inserciones y deleciones en el exon
4, el cual codifica el dominio de mucina. Estas variantes estructurales pueden afectar a la
funcién de la molécula y se han asociado con susceptibilidad a enfermedades alérgicas y
autoinmunes (Chae et al, 2003, 2004; Li et al, 2006). En un estudio previo, se definieron 4
haplotipos principales de este gen en nuestra poblacion, teniendo en cuenta tanto los
polimorfismos del exén 4 como los tag SNPs a lo largo del gen. Ademas, en el mismo
trabajo se describio un “fenotipo de expresion génica” porque uno de esos haplotipos, el
haplotipo B, expresaba mas ARNm que los otros; ademas, este haplotipo estaba més
representado en el grupo de casos (pacientes con artritis) que en controles (Garcia-Lozano
et al, 2010).

4.3. TANK

En 1996 se identifica la proteina TANK (TRAF family member-associated NFxB
activator) como un nuevo componente de la activacion del factor de transcripcion NFkB
(Cheng y Baltimore, 1996) y tres afios después se identifica a TBK1 (TANK binding
Kinasa 1) como mediador de la capacidad de TANK para activar a NF-xB (Pomerantz y
Baltimore, 1999). Como se comentd en la ruta de la 1128b, el complejo TBK1/IKKe es
activado después el reconocimiento del ARN de doble cadena del VHC por receptores de
membranas (TLR3) y citoplasmaticos (RIG1 y MDAS5). TANK se uniria al complejo
TBK1/IKKe participando en su activacion. Por otra parte TANK activaria NFkB sin la
participacion de este complejo. La activacion de NF-«xB se produce tras la fosforilacion de
las proteinas inhibidoras IkB por el complejo kinasa de IkB (IKK). Este complejo IKK esta
compuesto por un heterodimero formado por las subunidades cataliticas IKKa e IKKf y el
complejo regulador NEMO (NF-kB essential modulator)/IKKy. TANK interaccionaria con
este complejo favoreciendo la fosforilacion de IkB y la activacion de NF-xB (Figura 8)
(Guo and Cheng, 2007).
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Figura 8. Papel de TANK en la produccion de IFN tipo | tras infeccién viral y estimulacién de los TLRs.
(Tomado de Guo and Cheng, 2007).

Los virus han desarrollado estrategias para escapar de estas rutas del sistema inmune
innato, asi por ejemplo, el VHC, a travées de su proteasa NS3 interaccionaria directamente
con TBK1 e impediria la activaciéon de IRF3 (Otsuka et al, 2005). Por otro lado, la proteina
C6, tipo bcl-2, perteneciente a poxvirus, es un factor de virulencia debido a que es capaz de
inhibir la activacion de IRF3 e IRF7 a través de su union directa con TANK
(Unterholzner, 2011). NS5A del VHC, que es homologa a bcl-2, también podria interferir
en la activacion de estos factores de transcripcion a través de TANK (figura 9).
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Figura 9. Evasidn de la respuesta a IFN mediante la modulacidn de la actividad TBK1. (Adaptado de Zhao,

2013)
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4.4, TNFSF18

La proteina codificada por el gen TNFSF18 (“Tumor Necrosis Factor Superfamily,
member 18”), también conocida como GITRL (ligando del receptor TNF inducido por
glucocorticoides, fue descubierta en 1999 por dos grupos independientes de investigacion,
Gurney et al. y Kwon et al. EI nombre de factor de necrosis tumoral fue usado por primera
vez en los afios 60 para referirse a una proteina presente en el suero de ratones activados
por polisacéridos bacterianos con actividad supresora tumoral (O"Malley, 1962). No fue
hasta los afios 80 cuando se identificd y se purifico a TNFa (derivado de macrofagos) y a
TNEFp (derivado de linfocitos) (Aggarwal et al, 1984 y 1985). Después de aislarse el cDNA
de estos dos factores, se identificO por homologia de secuencia génica a todos los
miembros de la superfamilia del factor de necrosis tumoral, estando formada por 19
ligandos (TNFSF) y 29 receptores (TNFSFR), lo que implica que al menos, algunos
ligandos interaccionan con mas de un receptor. La union TNF/TNFR posee una
organizacion comun donde formas triméricas del ligando, se enfrentan a formas triméricas
del receptor dando lugar a una estructura 3:3. Esta estructura geométrica, que afectaria a la
cola citoplasmatica del receptor, promoveria el reclutamiento de las proteinas adaptadoras
y de sefializacion, incluyendo los TRAFs (factores asociados al receptor de TNF),
activandose la ruta de sefializacién hacia abajo, terminando en NFxB. En general, las
moléculas TNFSFs son producidas por las células del sistema inmune; no obstante, algunas
de estas proteinas también son producidas por otras células, como las células endoteliales,
células del musculo liso, células de la piel, del tejido adiposo, neuronas, etc. Aunque estas
proteinas fueron descritas inicialmente por su capacidad para causar necrosis en algunos
tumores, hoy en dia no solo se les atribuye un papel en el crecimiento tumoral sino también
en la proteccién contra patgenos, en la tolerancia, la inflamacion, la proliferacion y la
autoinmunidad. Por ello, actualmente son dianas de estudio para el desarrollo de drogas en
enfermedades como artritis reumatoide, psoriasis, enfermedad de Crohn, etc (Aggarwal et
al, 2012; Croft et al, 2012). En general, todos los miembros de esta superfamilia presentan
actividad proinflamatoria, principalmente a través de la activacion del factor de
transcripcion NF«kB, y de manera mas particular, unos miembros de esta superfamilia de
TNF poseen actividad proliferativa sobre células hematopoyéticas, otros controlan la
apoptosis y finalmente otro grupo juega un papel en la diferenciaciéon y en los cambios

morfogenéticos.
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Figura 10. Papel en apoptosis, morfogénesis y proliferacion de algunos miembros de la familia TNF.
(Adaptado de Aggarwal et al, 2012).

TNFSF18 es una proteina transmembrana tipo Il y su Unico receptor TNFRSF18
(también conocido como GITR o CD357) es una proteina transmembrana tipo I. TNFSF18
posee una tendencia a estar en un equilibrio monomérico-trimérico, que podria tener
implicaciones en la sefial que genera su receptor, ya que la trimerizacion de TNFSF18
resulta en un incremento de la afinidad con su receptor 100 veces superior. Por tanto, este
comportamiento de oligomerizacién dindmico puede servir como mecanismo para modular
el nivel de interaccidn ligando-receptor y asegurar un nivel 6ptimo de sefializacion a través
de la ruta TNFSF18/TNFRSF18, en lugar de llegar siempre al maximo nivel posible
(Chattopadhyay et al, 2007; Zhou et al, 2008).

TNFSF18 se expresa de manera constitutiva en las células presentadoras de
antigenos (células dendriticas, células B y macréfagos) y en las células endoteliales, y de
manera inducible en los linfocitos T CD4+ y T CD8+. Por otra parte, su receptor se
expresa de manera constitutiva en los linfocitos T reguladores, y de manera variable en
otras células del sistema inmune, como son los linfocitos T CD4+ y CD8+, células NK y
NKT, células B, macrofagos y células dendriticas. Por lo tanto, la activacion del
TNFSF18/TNFRSF18 funciona como una sefial coestimuladora entre las células
presentadoras de antigenos y los linfocitos T Asi, la adicién in vitro de anticuerpos
blogueantes de TNFSF18 conducen a una disminucion de la proliferacion de las células T
respondedoras, lo que confirma que la estimulacion fisioldgica de esta ruta coestimula la
respuesta de la célula T (Stephens et al, 2004; Shevach et al, 2006). En general se cree que

el poder coestimulador de TNFSF18/TNFRSF18 es inferior al de CD28/B7; sin embargo,
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en los experimentos donde se estimulan con anti-CD3 a linfocitos T TNFRSF18-/-, la
activacion es totalmente nula, y ligeramente disminuida en los linfocitos T CD28-/-
(Nocentini et al, 2007).

Pero TNFSF18 se une a su receptor no solo en células T efectoras sino también en
células T reguladoras (Treg). Estas Gltimas, suprimen respuestas inmunes proporcionando
un feedback negativo al sistema inmunoldgico, controlando al sistema y previniendo el
desarrollo de respuestas autoinmunes. Pues bien, la union de TNFSF18 a su receptor
mermaria la funcion de estas células Treg, dandose un incremento de la respuesta del
sistema inmunoldgico (Ji et al, 2004; Stephens et al, 2004). En relacion con esto, la
inyeccion de anticuerpos agonistas dirigidos contra el receptor da como resultado
autoinmunidad espontanea y se acentla la artritis, el asma y la colitis en los modelos de
raton. Por el contrario, los ratones deficientes en este receptor ven reducido sus sintomas
inflamatorios (Shimizu et al, 2002, Croft et al, 2012). Por lo tanto, niveles patoldgicos
altos de TNFSF18 en las células presentadoras de antigeno pueden ser el comienzo del
desarrollo de enfermedades autoinmunes y niveles bajos del desarrollo de tumores e
infecciones virales persistentes por una respuesta inmune mermada (Nocentini et al, 2005).
En general, para que una infeccion viral se haga persistente debe darse una evasion de la
respuesta de los linfocitos CD8+. Dittmer et al (2004) demostraron que esta evasion podia
deberse al efecto supresor ejercido por las células T reguladoras, y que el uso de
anticuerpos contra el receptor TNFRSF18 mejoraba la produccion de IFNy reduciéndose la
carga viral; sin embargo, anticuerpos bloqueantes de TNFSF18 conducirian a una
disminucion de la proliferacion de las células T respondedoras y a un aumento de la
infeccion (Stephens et al, 2004; Shevach et al, 2006). Por otro lado, se cree que la
expresion de TNFSF18 en la superficie de las células endoteliales es importante para la
interaccidn entre éstas y los linfocitos T, de manera que a través de su interaccién con el
endotelio vascular, TNFSF18/TNFRSF18 podrian modular la supervivencia de los
linfocitos T en los tejidos perifericos (Gurney et al, 1999).

Shevach and Stephens proponen que justo después de la activacién de la célula T por
reconocimiento antigénico, se incrementaria la expresion de receptor TNFRSF18 en la
membrana, y su interaccién con su ligando, presente en las células dendriticas, aumentaria
la respuesta al promoverse la supervivencia de la célula T, la produccion de IL2 y la
diferenciacion a células T efectoras. Como la respuesta continla, las células T reguladoras
CD4+CD25+, que expresan de manera constitutiva altos niveles del receptor, interactian
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con su ligando TNFSF18 expresado por las células dendriticas y en presencia de IL2,
producida inicialmente por las células T efectoras, conduce a la activacion de las células T
reguladoras. Posteriormente, la expresion de TNFSF18 en las células dendriticas retorna a
niveles basales y permite que estas células T reguladoras inactiven a las células T efectoras

permitiendo que la respuesta inmunoldgica finalice.

Célula T
Célula T I reguladora
efectora

Célula T O

miiﬁ‘;
/\

Célula
Dendritica

Figura 11. Modelo de interaccion dindmico TNFSF18/TNFRSF18 durante una respuesta
inmunolégica. Las células T reguladoras realizan su funcidon supresora tras desparecer la unidn
TNFSF18/TNFRSF18. (Adaptado de Shevach et al, 2006).

4.5. 1L18BP

En 1999 se descubrio la proteina IL18BP (proteina de unién a IL18), que se expresa
y secreta de manera constitutiva en bazo y actda como inhibidor de IL18 (Novick et al,
1999). La citoquina IL18 fue descubierta originalmente como un factor de estimulacion de
IFNy (Nakamura et al, 1989), por lo que se considera miembro de la familia de las
citocoquinas Thl, participando principalmente en la defensa mediada por fagocitos y
células NK, especialmente frente a los microorganismos intracelulares. Los ratones
deficientes en IL18 tienen una menor respuesta de las células NK y una produccion
reducida de IFNy (Takeda et al, 1998). Este interferdn es critico en la defensa del hombre
frente a una amplia variedad de patdgenos intracelulares, incluido el VHC; asi, inhibe
eficientemente in vitro la replicacion del VHC (Frese et al, 2002) y parece estar asociada
con el aclaramiento viral en chimpancés (Woollard et al, 2003). Apoyando esto se

encuentra que el SNP -764G/C de la region promotora del gen IL18 es funcionalmente
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importante para favorecer el aclaramiento tanto espontaneo como mediado por tratamiento
del VHC en el hombre (Huang et al, 2007; An et al, 2008). IL18 esta relacionada
estructuralmente con IL1J (Bazan et al, 1996). La union de I1L18 a su receptor conlleva la
fosforilacion de NF«B y su translocacion al ntcleo.

IL18BP es una proteina secretada que se une y neutraliza a 1L18, afectando por lo
tanto a la respuesta Thl y la produccion de IFNy, después de producirse una infeccion o
estimulacion del sistema inmunoldgico. El gen IL18BP codifica para al menos cuatro
isoformas distintas (IL18BPa, b, c y d) tras procesamiento diferencial del ARNm. Difieren
principalmente en sus extremos carboxilo, mientras que un tercio o dos del extremo N-
terminal poseen la misma secuencia aminoacidica. Junto al locus IL18BP se encuentra
RNF121, que es un gen con funcion desconocida pero que contiene un dominio de dedo de
zinc, por lo que se supone que debe interaccionar con el ADN o con otras proteinas. Se
encuentra junto a otros genes dentro de la region 11913, que ha sido descrita como region

de susceptibilidad a padecer cancer de mama (Rosa-Rosa et al, 2009).
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El objetivo principal de este trabajo fue estudiar la relacion de diversos factores
genéticos del hospedador con el curso de la infeccidn por el VHC en poblacion espafiola,
concretamente con el AVE (objetivo 1), la RVS (objetivo 2) y la afectacion hepética
(objetivo 3).

El primer gen seleccionado, IL28B, se incluyd en este estudio por su robusta
asociacion con la RVS tras publicarse en tres estudios GWA esta asociacion (Ge et al,
2009; Suppiah et al, 2009; Tanaka et al, 2009). Los 4 genes restantes incluidos en este
trabajo, HAVCR1, TANK, TNFSF18 e IL18BP fueron asociados con AVE en un estudio de
genes candidatos relacionados con el sistema inmunolégico (Mosbruger et al, 2010).
Casualmente nuestro grupo, ese mismo afio, habia publicado un estudio de asociacion entre
el gen HAVCR1 y enfermedades autoinmunes (Garcia-Lozano et al, 2010), y por este
motivo, decidimos incluir, no s6lo este gen, sino también los otros genes, en nuestro
trabajo.

El disefio experimental utilizado consisti6 en un estudio caso-control con tres
cohortes de pacientes procedentes de nuestra area geografica: una cohorte de pacientes que
aclararon el VHC de manera espontanea, una cohorte de pacientes monoinfectados con el
VHC y una cohorte de coinfectados con VIH. Con respecto a la seleccion de casos y
controles, para alcanzar nuestro primer objetivo se asignaron como casos, los pacientes con
infeccion crénica por VHC y como controles, los sujetos con aclaramiento viral
espontaneo. Para dar respuesta a nuestro segundo objetivo se consideraron como casos
aquellos sujetos sin respuesta sostenida y como controles aquellos que respondieron al
tratamiento. Finalmente, el estudio de la posible asociacién de estos genes con el nivel de
afectacion hepaética se llevo a cabo dividiendo a los pacientes en dos grupos segin su grado
de fibrosis: FO-F2 considerados como controles y F3-F4 como casos.

La seleccion de los SNPs en los genes estudiados fue llevada a cabo teniendo en
cuenta trabajos previamente publicados, caso 1L28B y HAVCRL1, o bien, utilizando la base
de datos del proyecto HapMap (http:www.hapmap.org/index.htlm.en) en el caso de TANK,
TNFSF18 e 1L28BP. Una vez seleccionados los SNPs, el genotipado se realiz6 mediante
ensayos TagMan, se establecieron los haplotipos y se compararon las frecuencias alélicas,
genotipicas y haplotipica entre los grupos considerados casos y controles en cada objetivo.

De modo esquematico este apartado se definiria de la siguiente manera:
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Objetivo principal: Estudiar el papel de determinados genes en la historia
natural de la infeccion por el VHC

Seleccion de genes: Literatura

GWASs

Estudio con hipotesis a priori

!

!

IL28B

HAVCR1, TANK, IL18BP y TNFSF18

\

"4

Seleccion de SNPs

Literatura Proyecto HapMap
IL28B y HAVCR1 || TANK, TNFSF18 e IL18BP

!

Genotipado

!

Comparacién casos/controles

!

Obijetivos especificos:

1) Analizar la influencia de estos genes en el aclaramiento viral espontaneo

2) Analizar la influencia de estos genes en la respuesta a la terapia antiviral

3) Determinar si existe relacion entre estos genes y el nivel de afectacion hepatica en los

pacientes con infeccion cronica
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1. PACIENTES Y CONTROLES

Se han incluido tres cohortes de pacientes:
1) Pacientes con aclaramiento viral espontaneo (AVE)
2) Pacientes con mono infeccion por el virus de la hepatitis C (VHC)
3) Pacientes con co-infeccién por VHC y el virus de la inmunodeficiencia
humana (VHC/VIH).

Los pacientes fueron diagnosticados en los Servicios de “Aparato Digestivo” y
“Enfermedades Infecciosas” del Hospital Universitario Virgen del Rocio y del Hospital
Universitario de Valme. Procedian del area de Sevilla y sus alrededores, y dieron su
consentimiento informado para la inclusion en este trabajo.

Las caracteristicas clinico-epidemioldgicas de los pacientes se muestran en la tabla 1.

Pacientes con aclaramiento viral espontaneo
Este grupo estaba compuesto por 77 pacientes (36 hombres y 41 mujeres) con
anticuerpos frente al VHC sin presencia de ARN viral confirmado en dos determinaciones

sucesivas.

Pacientes monoinfectados por VHC

Este grupo estaba constituido por 348 pacientes (203 hombres y 145 mujeres) con
anticuerpos frente al VHC y ARN viral en el momento del diagnostico. El dato de genotipo
viral causante de la infeccion estuvo disponible en 285 pacientes de los cuales 213 (77%)
estaban infectados por G1, 11 (4%) por G2, 43 (15%) por G3, 11 (4%) con genotipo viral 4
y 7 (2%) presentaban coinfecciones con diferentes genotipos virales.

Los pacientes fueron tratados con monoterapia con PegIFNa recombinante o con
terapia combinada PeglFNa y ribavirina segtn el afio del diagnostico. Segtin la respuesta a
la terapia evaluada a los seis meses del tratamiento, los pacientes se clasificaron en dos
grupos:

1) Respuesta viral sostenida (RS) aquellos pacientes con carga viral indetectable a los

6 meses de finalizar el tratamiento.

2) Respuesta no sostenida (RNS), aquellos que no respondieron al tratamiento o
recayeron al interrumpir la terapia.

El resultado de carga viral a los seis meses del tratamiento estuvo disponible en 267
pacientes de los cuales 114 (43%), recibieron como tratamiento PegIFNa en monoterapia,
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al resto, 153 (57%) se les administré terapia combinada. Después de evaluar la respuesta,
136 pacientes se incluyeron en el grupo de RS y 131 en el de RNS.

En 283 pacientes se realizé una biopsia hepética percutanea y se clasificaron en dos
categorias, segun el grado de fibrosis hepatica de acuerdo a los criterios Scheuer (Scheuer,
1991):

1) No fibréticos o fibréticos leves (FO-F2).

2) Fibroticos avanzados o cirréticos (F3-F4).

Este dato estuvo disponible en 283 pacientes de los que 202 quedaron encuadrados

en el grupo FO-F2 y 81 en el grupo F3-F4.

Pacientes co-infectados VHC/VIH.

Esta cohorte estaba formada por 182 pacientes (153 hombres y 29 mujeres)
coinfectados por VHC y VIH. Respecto al genotipo de VHC, 87 pacientes (48%) estaban
infectados por G1, 2 (1%) por G2, 65 (36%) por G3 y 28 (15%) por G4. Todos los
pacientes fueron tratados con terapia combinada PeglFNa y ribavirina y el dato de
respuesta al tratamiento a los seis meses estuvo disponible en 126 pacientes, de los cuéles,
68 se incluyeron en el grupo RS, y 58 en el grupo RNS. Con respecto al grado de fibrosis,

57 pacientes se clasificaron como FO-F2 y 69 como F3-F4.

Sujetos controles no infectados.

En este grupo se incluyeron 378 individuos donantes de médula 6sea (223 hombres
y 155 mujeres) no infectados por VHC ni por VIH. Este grupo se utilizo para determinar
las frecuencias de los distintos polimorfismos seleccionados en nuestra poblacién no
infectada. Los sujetos se incluyeron después de la obtencion del consentimiento

informado.
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Tabla 1. Resumen de las caracteristicas de los grupos de pacientes incluidos en este
estudio.

AVE VHC VHC/VIH
Varones 36 (47%) | 203 (58%) 153 (84%)
Mujeres 41 (53%) | 145 (42%) 29 (16%)
Gl 213 (77%) 87 (48%)
G2 11 (4%) 2 (1%)
G3 43 (15%) 65 (36%)
G4 11 (4%) 28 (15%)
Varios genotipos 7 (2%)
Monoterapia 114 (43%)
Terapia Combinada (TC) 153 (57%) 126 (100%)
RVS 136 (51%)
RNS 131 (49%)
TC-RS 77/153 (50%) 68 (54%)
TC-RNS 76/153 (50%) 58 (46%)
TC-RS-G1 37/101 (36%) 22/55 (40%)
TC-RS-No-G1 35/46 (76%) 46/71 (65%)
FO-F2 202 (71%) 57 (45%)
F3-F4 81 (29%) 69 (55%)

2. METODOS

2.1. Extraccion de ADN
Como material de partida, se utilizo sangre periférica obtenida por venopuncion y
recogida directamente en tubos estériles con EDTA o ACD como anticoagulante y
congelada a -20°C. ElI ADN fue extraido a partir de células totales con el kit comercial
“QIlAamp DNA Mini Kit” (Qiagen®) siguiendo las instrucciones del fabricante. EI ADN

asi obtenido se conservé a -20 °C hasta su utilizacion.
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2.2. Seleccion de SNPs
2.2.1. 1128B
La seleccion del polimorfismo rs12979860 para el estudio de este locus, se hizo
a partir de los resultados obtenidos en los estudios GWAS que sugerian asociacion de
este SNP con respuesta al tratamiento en individuos americanos de origen europeo y
africano (Ge et al, 2009).
2.2.2. HAVCR1
La seleccion del polimorfismo rs953569 se hizo a partir de resultados publicados con
el AVE en poblacion americana de origen europeo (Mosbruger et al, 2010). Los SNPs
rs2134230, rs2277025, rs6878732, rs13173581 y rs2279804 y las 3 variantes estructurales
(Ins/Del) localizadas en el exdn 4 se seleccionaron por trabajos previos de nuestro grupo
(Garcia-Lozano et al, 2010). Los haplotipos se construyeron por combinacion de los
diferentes marcadores estudiados segun los datos ya publicados (Garcia-Lozano et al,
2010).
2.2.3. TANK, TNFSF18 e IL28BP
Utilizamos la base de datos del proyecto HapMap (http:www.hapmap.org/index.
htlm.en) para seleccionar los tSNPs con frecuencia del alelo minoritario (MAF) igual o
superior al 10% en poblacion CEU, que nos permitiera capturar el 100% de los SNPs de
cada una de las regiones con r*>0,8. De esta manera, para la region
Chr2:161689367..161800900 del locus TANK se seleccionaron 8 tSNPs con los que
capturdbamos los 15 SNPs de esa region. Para la region Chrl1:71367189..71411859 del
locus IL18BP se seleccionaron 3. Por Gltimo, para la region Chrl:171271937..171303871
del locus TNFSF18 se seleccionaron 4 tSNPs con los que capturamos los 10 SNPs de la
region. La tabla 2 muestra los diferentes tSNPs seleccionados y su localizacion en cada
gen.
La distribucion genotipica y alélica de los tSNPs se obtuvo mediante el programa
Plink. Los haplotipos se construyeron por combinacion de los diferentes marcadores
estudiados en los genes TANK, TNFSF18 e IL28BP en los sujetos controles no infectados
mediante el programa Haploview (version 4.1), disponible en:
www.broad.mit.edu/mpg/haploview/download.php. La asignacion de los haplotipos en la
poblacion de estudio se realizo con el programa FamHamp disponible en
http://iweb.meb.uni-bonn.de/famhap/ (Becker et al, 2004).
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2.3. Genotipado de SNPs mediante ensayos tagman

El genotipado de los SNPs se realizé utilizando ensayos TagMan disefiados por
Applied Bisystems® en un equipo 7500-Fast de PCR en tiempo real de esta misma casa
comercial. Cada ensayo TagMan consistia en una pareja de cebadores y una sonda marcada
en el extremo con VIC para un alelo y con FAM para el otro. En la tabla 2 también se
recoge la informacion del ensayo TagMan de cada SNP. Para el SNP rs12979860 no habia
un ensayo comercial disponible y se disefiaron los siguientes cebadores: 5
GCCTGTCGTGTACTGAACCA 3  (directo) y 5° GCGCGGAGTGCAATTCAAC 3
(reverso); y las siguientes sondas: 5° TGGTTCGCGCCTTC 3 (VIC) y &%
CTGGTTCACGCCTTC 3" (FAM).

Las condiciones y pardmetros empleados para la amplificacién y discriminacion de

los alelos fueron las siguientes:

Mezcla de reaccion (Volumen final 5 pl): Parametros de PCR:

0,5 ul de ADN 1 ciclo 45 ciclos
2,5 pl de tampdn PCR 2x 96 oC | 96 °C
0,125 pul de primers/sondas 40x

1,875 pl de agua bidestilada |

60 2C

Los genotipos se asignaron usando el software para discriminacién alélica SDS 1.3
de Applied Biosystems®.
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Tabla 2: tSNPs estudiados en cada gen y localizacion. Referencias de los ensayos TagMan
utilizados en cada caso.

IL28B Localizacion Ensayo TagMan AB®
rs12979860 (C/T) Region 5 No comercial
HAVCR1

rs2134230 (G/C) Intron 8 C__16105595_10
rs2277025 (T/C) Intréon 7 C_ 15883194 10
rs6878732 (T/A) Intrén 6 C__ 1453968 10
rs13173581 (T/C) Intron 5 C_ 1453954 10

rs953569 (G/T) Intrén 4 C_ 1453925 10
rs2279804 (T/C) Intron 4 C__15968668_20

TANK

rs6713215 (A/G) Region 5 C_29129177_10
rs17705608 (A/G) Region 5 C_ 33259251 10
rs1267068 (G/T) Intrén 1 C__ 8944377_10
rs7568498 (G/T) Intron 1 C_ 291291168 20
rs1267077 (A/G) Intrén 2 C__8944385_10
rs1921310 (A/G) Intrén 2 C__ 26633_10
rs11884495 (A/T) Intron 2 C__ 2860144_10
rs1267034 (A/G) Intrén 4 C__ 8944392 10

TNFSF18

rs723858 (A/T) Intrén 1 C__ 2220685 10
rs9286880 (G/T) Intrén 1 C__ 2462782 20
rs7546619 (C/T) Region 5 C__30243349_10
rs2223517 (A/G) Region 5 C__ 2955942 10

IL28BP

rs7131230 (C/T)
152298455 (G/T)
1s3793941 (A/G)

Region 57 (Intron 5 gen RNF121)
Intrén 1
Region 3"(Intron 15 gen NUMA1)

C_ 29272437 10
C_ 16189423 10
C_ 27483981 _10
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2.4. Genotipado de variantes estructurales del exon 4 del gen HAVCR1 mediante
electroforesis capilar.
2.4.1. Amplificacion
Se analizaron tres variantes localizadas en el exén 4 y consistentes en Ins/Del:
5383 5397ins/del  (rs6149307), 5387 _5389ins/delAAC y 5509 5511lins/delCAA
(rs45439103). Las muestras se analizaron con los cebadores F1 y R marcado en el extremo
5°con WellRED D4-PA. En los casos en los que fue necesario (ver mas adelante), se

realizé una segunda amplificacion con los cebadores F2 y R (tabla 3 y figura 12).

Tabla 3. Cebadores utilizados para amplificar el gen HAVCR1.

HAVCR1 Cebadores (5°- 3")
F1 GGCTACAGTTCCAGCCTGAG
F2 GTTCCAACGACAACTGTTCC
R WellIRED D4-PACTTTGGGCTTCCAAACACAT

Figura 12: Localizacion de los cebadores usados para genotipar las tres variantes Ins/Del
del exo6n 4 del gen HAVCRL. Secuencia del gen obtenida a partir de GenBank, con nimero
de acceso AC026777.

_. L L L L . ' I
L) L - -
Intron § ntron 7 intron ¢ nron § nron & intron 3
acctagggacagtetgtecat lggtqtgetagggtacagttoecagoctgaggetetigtitet tgtitgact tatgetcact ctecat
(3] >
getgatttotgact ccagCCANGGTCACGACTACTCCAATTCTCACAMLCTCTTCCANCCOTCACGACTCTTCOACGAGCACCACT

5307 _538%ns/del
AAC
GTTCCANCGAL 'Mz‘(‘.\f‘r\‘n"rﬂ‘uﬂmﬁwmw ACAACTGTTCCAACAACAATGAGCATTCCAANCGACANCGACTGT
30 SOV ims/del  ¥2 -

TCTGACGACAATCGACTGTTTCAACGACAACGAGCGTTCCAACGACAACGAGCATTCCAACAACANCAAG TG TTCCAGTGACAACAA
5509 5511ins/del

CYGTCTCTACCTTTGTTCCTCCAATGCCTTTGCCCAGGCAGAACCATGANCCaggt asaacagat gt gt t Lggaageccaaagget

H
tctaatgaggaget goggaccatccagggeat tgtatcaagqt agaaggac
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Las condiciones y parametros empleados para las amplificaciones fueron:

Mezcla de reaccién (Volumen final 10 pl): Pardmetros de PCR:
20-40 ng de DNA

500 uM de MgCl,

2,5 UM de cada cebador

500 uM de cada dNTP

1 pl de tampdn PCR 10x

0,25 U de Tag DNA polimerasa

Agua bidestilada hasta un volumen final 10 pl.

2.4.2. Electroforesis capilar

El producto de PCR se diluy6 en proporcion 1/10 con ddH,O y 2,5 pl de esta
dilucion se mezclé con 0,5 pl del marcador de peso molecular Genomalab DNA Size
Standard Kit 400 (Beckman Coulter) y 37 ul de SLS (Sample Loading Solution, Beckman
Coulter). La electroforesis capilar se realizd en un equipo CEQS8000 Genetic Analysis
Sytem (Beckman Coulter®). El tamafio de los fragmentos se determind utilizando el
programa “Fragment Analysis Module Software” que asigna el tamafio de los fragmentos
interpolando los datos de cada muestra en funcion del marcador de peso molecular.

La amplificacion del gen HAVCR1 con los cebadores F1 y R podian dar los
siguientes fragmentos: 382, 397 y 400 pb. El fragmento de 382 pb correspondia a la
combinacién: 5509 5511ins, 5387_5389del, 5383 5397del; y el fragmento de 400 pb a la
combinacién: 5509 5511ins, 5387 _5389ins, 5383 5397ins. Sin embargo, el fragmento de
397 pb podia corresponder a dos combinaciones: 5509 5511del, 5387 5389ins,
5383 _5397ins 6 5509 5511ins, 5387 _5389del, 5383 5397ins. Para poder distinguir estas
dos combinaciones, las muestras de 397 pb se amplificaron con la pareja de cebadores F2 y
R. La amplificacion de las muestras de 397 pb con esta pareja de cebadores origina dos
fragmentos de diferentes tamafos, uno de 222 pb correspondiente a la variante
5509 551ins, y otro de 219 pb correspondiente a la variante 5509 5511del (Garcia-Lozano
et al, 2010). La tabla 4 recoge los haplotipos formados por estas tres variantes estructurales

del exén 4.
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Tabla 4. Frecuencias alélicas del exdn 4 del gen HAVCR1 en poblacion sana espafiola.

F1-R F2-R 5509 5511lins/del 5387 5389ins/del 5383 5397ins/del
382 222 ins del del
397 219 del ins ins
397 222 ins del ins
400 222 ins ins ins

(Obtenido del trabajo Garcia-Lozano et al, 2010)

2.5. Analisis estadistico

Para comparar las distribuciones de los alelos y genotipos entre los diferentes
grupos se utilizé el test de x> de Pearson, aplicando modelos de herencia dominante y
recesiva. En las tablas de contingencia 2x2, cuando algunos de los valores fueron inferiores
a b, se aplicé el test exacto de Fisher. Los valores de p inferiores a 0,05 se consideraron
estadisticamente significativos. En estos casos se calculé el Odds ratio (OR) con su
correspondiente intervalo de confianza al 95% (95%CIl). El estudio estadistico se llevd a
cabo empleando el programa OpenEpi v2.3 (http://www.openepi.com).
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A continuacion se muestran los resultados de los polimorfismos seleccionados en los genes
incluidos en el estudio en las cohortes de pacientes y controles, con respecto al
aclaramiento viral espontaneo, la respuesta al tratamiento y el grado de fibrosis. Las
frecuencias alélicas y genotipicas de cada uno de los polimorfismos seleccionados se
determinaron en un grupo de controles sanos no infectados, considerandose estas
frecuencias “normales” en poblacion espanola. Todos los polimorfismos genéticos
incluidos en este estudio estaban en equilibrio Hardy-Weinberg, tanto en la poblacion de
controles no infectados como en la poblacion general de pacientes. Los datos referentes a
los pacientes monoinfectados y coinfectados con VIH se han analizado de manera
independiente, tratdndose como dos cohortes diferentes. En el analisis de los haplotipos, el
haplotipo “R” incluye cualquier haplotipo de la poblacién excepto el haplotipo que se esta

estudiando.

1. 1L28B

El genotipo se asignd inequivocamente en el 99% de las muestras. La distribucion
genotipica y las frecuencias alélicas de la poblacion general obtenidas en el grupo control
fueron: CC: 44,7%, CT: 42,1% y TT: 13,2%. f(C) = 0,66 y f(T) = 0,34.

La tabla 5 muestra los datos de distribucion de los genotipos del rs12979860 de los pacientes
con AVE y VHC de la cohorte de monoinfectados. Cuando analizamos estos resultados se
observo que el 72,5% de los individuos AVE tenian genotipo CC en comparacién con el
45,6% de los pacientes VHC (p=6,2 x 10”°; OR=0,32; 95%CI=0,17-0,59). El porcentaje de

individuos con genotipo CC de los pacientes VHC fue similar al del grupo control (p=0,82).

Tabla 5. Distribucion de los genotipos del rs12979860 en los pacientes AVE y VHC.

VHC AVE
rs12979860 p OR 95%IC
(n=283) (n=69)
CC (%) 129 (56.6) 50 (72.5)
6.2x10°  0.32(0.18-0.57)
CT+TT (%) 154 (54.4) 19 (27.5)

Debido a la relacion descrita entre el sexo femenino y el AVE, para descartar un posible
sesgo debido al género de los individuos, analizamos la frecuencia del genotipo CC en el

grupo de AVE separando los hombres y las mujeres. La distribucién genotipica de este
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polimorfismo fue similar en ambos grupos, ya que el 72,4% de los hombres y el 72,5% de
las mujeres presentaba este genotipo en el rs12979860 en el grupo AVE (p=1,0)

En la tabla 6 se recogen los datos de distribucion del genotipo rs12979860 (CC vs. CT+TT)
de los pacientes VHC y VHC/VIH segun su respuesta al tratamiento. EI genotipo CC se
encontraba aumentado entre los pacientes con respuesta viral sostenida (RS) con respecto
al grupo de pacientes con respuesta no sostenida (RNS), tanto en los pacientes
monoinfectados (60,2% vs. 32,1%; p=3,1x10”; OR=0,31; 95%CI=0,17-0,56) como en los
pacientes coinfectados (66,2% vs. 31,0%, p=8,4 x 10°; OR=0,23; 95%CI=0,10-0,45). Este
aumento del del genotipo CC en los pacientes con RS era independiente de que tratamiento
recibido por los pacientes VHC hubiese sido monoterapia (IFNa) o terapia combinada
(IFNa y Ribavirina).

Tabla 6. Distribucion de los genotipos del rs12979860 en los pacientes monoinfectados VHC y en
los pacientes coinfectados VHC/VIH segln la respuesta al tratamiento antiviral. Los pacientes

VHC se estratificaron también segiin hubiesen recibido IFNa en monoterapia o en combinacion
con ribavirina.

CC (%) CT+TT (%) p OR 95 %IC
Grupo Completo
RNS (N=106) 34 (32.1) 72 (67.9)
3.1x10° 0.31(0.17-0.56)
RS (N=113) 68 (60.2) 45 (39.8)
IFNa
= RNS (N=54) 20(37.0) 34 (63.0)
S 0.001 0.39(0.17-0.89)
RS (N=58) 35 (60.3) 23 (39.7)
IFNa + RBV
RNS (N=52) 14 (26.9) 38(73.1)
5.6 x 10™ 0.25 (0.10-0.60)
RS (N=55) 33 (60.0) 22 (40.0)
IFNa + RBV
I
2 RNS (N=58) 18 (31.0) 40 (69.0)
= 8.4x10° 0.23(0.10-0.45)
S RS (N=68) 45 (66.2) 23 (33.8)

RS: Respuesta sostenida; RNS: Respuesta no sostenida; RBV: Ribavirina

En la tabla 7 se muestran los datos de distribucion de los genotipos del rs12979860 en
relacién con el genotipo viral en los pacientes en los que este dato estaba disponible. El

genotipo CC fue mayor en los pacientes infectados por No-G1 que en los pacientes
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infectados por G1, tanto en el grupo de monoinfectados (66,7% vs. 39,1%:; p=8,5 x 10,
OR=0,32; 95%CI=0,17-0,60), como en el grupo de coinfectados (56,8% vs. 41,4%;
p=0,03; OR=0,53; 95%CI=0,29-0,96). El porcentaje del genotipo CC entre los pacientes

infectados por G1 fue similar al del grupo control no infectado (44,7%, p=0,40).

Tabla 7. Distribucion de los genotipos del rs12979860 en los pacientes infectados con genotipo
viral 1 (G1) y en los infectados por cualquier otro genotipo (No-G1).

CC (%) CT+TT (%) p OR 95 %IC
G1 (N=210) 82 (39.1) 128 (60.9)
§ No-G1 (N=66) 44 (66.7) 22(33.3) 85x10°  032(0.17-0.60)
. | d (N=87) 36 (41.4) 51 (58.6)
§ No-G1 (N=95) 54 (56.8) 41 (43.2) 0.03 0-53(0.29-0.96)

Cuando los pacientes se estratificaron segun sus genotipos virales, se observé que entre los
pacientes infectados por No-G1, la tasa de RS fue del 87,2% para los que tenian genotipo
CC y del 84.2% para los de genotipo CT+TT (p=0.76). Sin embargo, entre los pacientes
infectados por G1, la tasa de RS fue del 53.9% en los pacientes con genotipo CC frente al
29.6% en los pacientes con genotipo CT+TT (p=0,0019, OR=0,36, 95%CI=0,18-0,73).
Resultados similares se encontraron en el grupo de coinfectados, donde agrupamos los
virus G4 con los virus G1, ya que ambos virus son los de peor RS y en esta cohorte el
porcentaje de G4 era considerablemente superior que en monoinfectados (15% vs. 4%).
Asi, los individuos infectados por G1-G4 y con genotipo CC tenian una tasa de respuesta
del 70,4% frente al 23,3% de los individuos CT+TT vy los individuos infectados por G2-G3
y eran CC tenian una tasa de respuesta del 72,2% frente al 65% de los individuos CT+TT.

Estos datos se representan en la siguiente tabla (tabla 8).
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Tabla 8. Tasas de respuesta al tratamiento teniendo en cuenta el genotipo viral y el polimorfismo
IL28B.

VHC RNS (%) RS (%) p OR 95 %IC
CC (N=63) 29 (46.1%) 34 (53.9%)
o .001 . .18-0.7
© CT+TT (N=98) 69 (70.4%) 29 (29.6%) 0.0015 0.36(0.18-0.73)
CC (N=39) 5 (12.8%) 34 (87.2%)
(o)
(0] 0.76
= CT+TT (N=19) 3 (15.8%) 16 (84.2%)
VHC/VIH RNS (%) RS (%) p OR 95 %IC
CC (N=27) 8 (29.6%) 19 (70.4%)
T 0.01 0.28 (0.11-0.74)
© CT+TT (N=43) 33 (76.7%) 10 (23.3%)
CC (N=36) 10 (27.8%) 26 (72.2%)
§ 0.58
S CT+TT (N=20) 7 (35%) 13 (65%)

Por ultimo, en la tabla 9 se muestran los datos de distribucion del genotipo del rs12979860
en relacion con el grado de fibrosis, no observandose diferencias significativas en este

Caso.

Tabla 9. Distribucion de los genotipos del rs12979860 en los pacientes divididos segln su grado de
fibrosis.

CC (%) CT+TT (%) p OR 95 %IC
F3-F4 (N=81) 35 (43.2) 46 (56.8)
= 0.61
>
FO-F2 (N=202) 94 (46.5) 108 (53.5)
T F3-F4 (N=69) 39 (56.5) 30 (43.5)
2 0.22
(9
I
= FO-F2 (N=57) 26 (45.6) 31 (54.4)
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Figura 13: Esquema del gen HAVCR1. Localizacion de los SNPs analizados dentro del bloque
de ligamiento descrito en la region Chr5:156389535..156412001 en poblacion CEU en HapMap
project. A) Situacion del locus HAVCRL1 en el cromosoma 5. B) Entorno genémico del gen
HAVCR1 en la region 5g33.2. C) Posicién relativa de los SNPs en el gen HAVCR1 y
representacion grafica del desequilibrio de unién entre los SNP estudiados (se muestra el
diagrama elaborado con Haploview para el parametro D’, correspondiente al desequilibrio
de unién normalizado. Las cifras en los recuadros son los valores de los parametros
multiplicados por 100. Los recuadros rojos sin cifra indican que el valor es maximo (1)).
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El estudio del gen HAVCRL con la historia natural de la infeccion por el VHC se centrd,
inicialmente, en el rs953569 porque se habia encontrado asociado con AVE en poblacién
americana de origen africano y europeo (Timothy L et al, 2010). Posteriormente, y
basdndonos en un trabajo previo de nuestro grupo en el que describimos relacion entre
determinados haplotipos y los niveles de mRNA, genotipamos los tag SNPs incluidos en
dicho trabajo para construir esos haplotipos. La tasa de éxito del genotipado para todos los
polimorfismos estudiados fue del 99% vy los haplotipos se asignaron inequivocamente en el
98% de las muestras.

Con respecto al rs953569, la distribucion de los genotipos y las frecuencias alélicas en el
grupo control fueron: GG: 27.18%, GT: 50.00% y TT: 22.82%. f(G) = 0.52 y f(T) = 0.48.
En la tabla 10 se muestran los datos de distribucién de los genotipos y alelos entre
pacientes con VHC de la cohorte de monoinfectados y pacientes con AVE. No se encontro
asociacion entre este polimorfismo y la resolucién espontanea del virus con ninguno de los
modelos de herencia considerados. Tampoco se encontr6 asociacion entre este marcador y
la respuesta al tratamiento o el grado de fibrosis en las dos cohortes de pacientes (tabla 11).
Sin embargo, se observd que en el grupo de pacientes monoinfectados, el genotipo TT
estaba aumentado en los individuos infectados por No-G1 con respecto a los G1 (38,47%
vs. 19,34%; p=0,001; OR=0,38; 95%IC=0,20-0,70); no obstante, esta asociacion no se
encontro en la cohorte de coinfectados.

Tabla 10: Distribucion del genotipo del rs953569 entre individuos monoinfectados con VHC y
AVE segun los diferentes modelos considerados

VHC AVE
Modelo P OR 95%IC
(n=283) (n=69)

Genotipico 68/133/82  14/36/19 0.71

Alélico 269/299 64/74 0.83
Dominante 201/82 50/19 0.81
Recesivo 68/215 14/55 0.51

Alelo minoritario T, alelo mayoritario G. Los modelos dominante y recesivo se refieren al alelo minoritario
por tanto, en este caso, dominante: TT+GT vs. GG y recesivo: TT vs. GT+GG
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Tabla 11: Distribucion de los individuos de los grupos de pacientes VHC y VHC/VIH segun los
resultados de su genotipado en el rs953569 y su respuesta al tratamiento, el genotipo viral con el
que se encontraron infectados (G1 y No-G1) y su grado de fibrosis.

VHC VHC/VIH
RS NRS NRS RS
Modelo P OR 95%IC P OR 95%IC
(n=113) (n=106) (n=58) (n=68)
Genotipico 25/53/35 19/59/28 0.42 11/29/17 13/35/20 0.99
Alélico 103/123 97/115 0.97 51/63 61/75 0.98
Dominante  78/35 78/28  0.45 40/17 48/20 0.95
Recesivo 25/88 19/87 0.44 11/46 13/55 0.97
VHC VHC/VIH
G1 No-G1 G1 No-G1
Modelo P OR 95%IC P OR95%IC
(n=212) (n=66) (n=87) (n=95)
Genotipico 41/106/65 25/23/17 0.006 15/44/27 20/50/25 0.69
Alélico 188/236 73/57 0.018 0.62(0.41-0.92) 74/98 90/100 0.40
Dominante  147/65 48/17 0.482 59/27 70/25 0.45
Recesivo 41/171 25/40 0.001 0.38(0.20-0.70) 15/71 20/75 0.53
VHC VHC/VIH
F3-F4 FO-F2 F3-F4  FO-F2
Modelo OR 95%IC P OR 95%IC
(n=81) (n=202) (n=69) (n=57)
Genotipico 22/35/23 40/102/59 0.35 15/44/27 20/50/25 0.79
Alélico 79/81 182/220 0.37 74/98 90/100 0.53
Dominante  57/23 142/59 0.92 59/27 70/25 0.67
Recesivo 22/58 40/161 0.16 15/71 20/75 0.52

Alelo minoritario T, alelo mayoritario G. Los modelos dominante y recesivo se refieren al alelo minoritario
por tanto, en este caso, dominante: TT+GT vs. GG y recesivo: TT vs. GT+GG

A continuacién, la tabla 12 muestra los haplotipos (A-D) formados por la combinacion de

las variantes del exdn 4 y los 5 tag SNPs seleccionados e identificados previamente en el
gen HAVCR1 (Garcia-Lozano et al, 2010), incluyendo también el rs953569. El alelo

rs953569G estaba en desequilibrio de ligamiento con los haplotipo A y C, mientras que el

alelo rs953569T lo estaba con lo haplotipo B y D. En esta tabla se recogen las frecuencias

de los haplotipos establecidos previamente en poblacion control.
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Tabla 12: Distribucion de los haplotipos del gen HAVCR1 con frecuencia superior a 0.10
construidos por la combinacion de las variantes Ins/Del del exén 4 y los 6 tag SNPs seleccionados
en este trabajo en poblacion espafiola no infectada.

Tag SNPs Variantes Exén 4 (Insercion/delecion)
Haplotipo | rs2134230 rs2277025 rs6878732 rs13173581 rs953569 rs2279804 | 5509 5511  5387_5389 5383_5397 Frec. (n=640)
A G T T T G T Ins Del Del 0.331 (212)
B G C T C T C Ins Del Del 0.206 (132)
C C T A C G T Del Ins Ins 0.190 (122)
D G T T C T C Ins Del Ins 0.109 (70)
Otros 0.164 (104)

(Obtenido del trabajo Garcia-Lozano et al, 2010, y modificado para incluir rs953569)

En las tabla 13 y 14 se recogen los resultados de la distribucion de estos haplotipos en
relacién con el AVE vy la respuesta al tratamiento respectivamente, segun los diferentes
modelos estudiados. No se encontr6 asociacion de los haplotipos HAVCR1 con el
aclaramiento viral espontaneo ni con el mediado por tratamiento, ni en los pacientes VHC
ni en VHC/VIH. Sin embargo, cuando analizamos el genotipo viral (tabla 15),
encontramos que entre los individuos infectados por G1, el haplotipo C fue mas frecuente
que entre los individuos infectados por No-G1, tanto en el grupo VHC (45,93% vs.
26,56%; p=0,006; OR=2,35, 95%I1C=1,27-4,33) como en el grupo VHC/VIH (48,83% vs.
28,42%; p=0,006; OR=2,40; 95%IC=1,30-4,43), encontrandose en ambas cohortes un
modelo dominante de asociacion. Por otra parte, el haplotipo D se ajustaba a un modelo de
asociacion recesivo en la cohorte de monoinfectados, siendo més frecuente entre los
pacientes infectados por No-G1 que entre los infectados por G1 (7,8% vs. 0,96%; p=0,002;
OR=0,11; 95%IC=0,02-0,60), pero esta asociacion no se confirmé en la cohorte de
pacientes VHC/VIH, por lo que podria ser una falsa asociacion debido a la baja frecuencia
del haplotipo D. Debido a que la asociacidén encontrada entre el haplotipo C y genotipo
viral en ambas cohortes tenia un OR similar, estudiamos la ratio de infeccién por virus G1
y No-G1 sumando las dos cohortes y la comparamos con la ratio de infeccion de los otros
haplotipos. Los individuos con haplotipo C tenian la tasa de infeccion por virus G1 mas
alta que los individuos con haplotipo D (75,82% vs. 57,75%, p=0,001; OR=2,29;
95%CI=1,39-3,78) y haplotipo A y B (66,51% y 65,36%, respectivamente, p=0,024;
OR=1,66; 95%CI =1,06-2,59).

Por altimo, con respecto a la afectacion hepatica, no se encontro asociacion entre esta

variable y el locus HAVCR1, ya que se observo una distribucion del gen HAVCR1 similar

58



Resultados

entre el grupo de pacientes clasificados como fibrosis leves y el de avanzados, tanto en los
pacientes VHC como VHC/VIH (tabla 16).

Tabla 13: Distribucion de los haplotipos identificados en la regién Chr5:156389535..156412001
del locus HAVCR1 en los pacientes AVE y monoinfectados VHC. Sélo se muestran los
haplotipos con frecuencia superior a 0.10.

VHC

AVE

P OR(95%ClI)
Locus Haplotl Haplot2 Modelo (n=283) (n=69)
HAVCR1 A R Genotipico |22/118/140 5/33/31 0.69
Alélico 162/398 43/95 0.60
Dominante | 140/140 38/31 0.45
Recesivo 22/258 5/64 0.87
B R Genotipico |22/105/153 3/32/34 0.31
Alélico 149/411 38/100 0.82
Dominante | 127/153 35/34 0.42
Recesivo 22/258 3/66 0.31
C R Genotipico | 16/98/166 4/23/42 0.96
Alélico 130/430 31/107 0.85
Dominante | 114/166 27/42 0.81
Recesivo 16/264 4/65 0.97
D R Genotipico | 6/71/203 1/19/49 0.88
Alélico 83/477 21/117 0.90
Dominante 77/203 20/49 0.80
Recesivo 6/274 1/68 0.71
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Tabla 14: Distribucion de los haplotipos identificados en la region Chr5:156389535..156412001 del locus HAVCRL en las cohortes de pacientes VHC y VHC/VIH
segun su respuesta al tratamiento. Sélo se muestran los haplotipos con frecuencia superior a 0.10.

VHC VHC/VIH
RNS RS p OR(95%Cl) RNS RS p OR(95%Cl)
Locus  Haplotl Haplot2 Modelo (n=106) (n=113) (n=58) (n=68)
HAVCR1 A R Genotipico 9/50/46 7/42/63 0.18 6/23/29 8/26/34 0.96
Alélico 68/142 56/168 0.09 35/81 42/94 0.90
Dominante 59/46 55/63 0.15 29/29 34/34 1.00
Recesivo 9/96 7/105 0.51 6/52 8/60 0.80
B R Genotipico 5/44/56 6/43/63 0.86 6/21/31 5/23/40 0.76
Alélico 54/156 55/169 0.78 33/83 33/103 0.45
Dominante 49/56 49/63 0.66 27/31 28/40 0.54
Recesivo 4/54 6/106 0.68 6/52 5/63 0.55
C R Genotipico 5/38/62 5/47/60 0.68 4/18/36 5/20/43 0.97
Alélico 48/162 57/167 0.52 26/90 30/106 0.94
Dominante 43/62 52/60 0.41 22/36 25/43 0.89
Recesivo 5/100 5/107 0.91 4/54 5/63 0.92
D R Genotipico 1/28/76 2/26/84 0.74 2/8/48 2/16/50 0.38
Alélico 30/180 30/194 0.78 12/104 20/116 0.30
Dominante 29/76 28/84 0.66 10/48 18/50 0.21
Recesivo 1/104 2/110 0.59 2/56 2/66 0.87
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Tabla 15: Distribucion de los haplotipos identificados en la region Chr5:156389535..156412001 del locus HAVCRL en las cohortes de pacientes VHC y VHC/VIH
infectados con G1 y No-G1. Ratio de infeccion por virus G1 y No-G1 sumando las dos cohortes Sélo se muestran los haplotipos con frecuencia superior a 0.10.

VHC VHC/VIH
61 No-G1 OR(95%Cl) 61 No-G1 OR(95%Cl)
Locus  Haplotl Haplot2 Modelo (n=213) (n=65) (n=87) (n=95)
HAVCR1 A R Genotipico 16/91/102 6/20/38 0.21 8/34/44 11/38/46 0.86
Alélico 123/295 32/96 0.33 50/122 60/130 0.60
Dominante 107/102 26/38 0.13 42/44 49/46 0.71
Recesivo 16/193 6/58 0.65 8/78 11/84 0.61
B R Genotipico 14/83/113 8/21/35 0.26 7/37/49 7/35/53 0.90
Alélico 111/309 37/91 0.58 51/135 49/141 0.72
Dominante 97/112 29/35 0.87 37/49 42/53 0.87
Recesivo 14/196 8/56 0.13 7/86 7/88 0.96
C R Genotipico | 10/86/113 6/11/47 0.001 4/38/44 7/27/68 0.038
Alélico 106/312 23/105 0.083 1.55 (0.93-2.56) 46/126 41/163 0.123
Dominante 96/113 17/47 0.006 2.35(1.27-4.33) 42/44 27/68 0.006 2.40 (1.30-4.43)
Recesivo 10/199 6/58 0.192 4/82 7/95 0.510
D R Genotipico 2/48/159 5/18/41  0.008 2/15/69 3/23/69 0.48
Alélico 52/366 28/100 0.008 0.5 (0.30-0.84) 19/153 29/161 0.23
Dominante 50/159 23/41 0.058 17/69 26/69 0.23
Recesivo 2/207 5/59 0.002 0.11 (0.02-0.60) 2/84 3/92 0.76
Haplotipo A | Haplotipo B | Haplotipo C | Haplotipo D Total
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Cohort 1 +2
Genotipo viral 1 149 (66.51) | 134 (65.36) | 138(75.82) | 67(57.75) 488 (67,12) Haplotipo C vs. Haplotipo D: p= 0,001; OR=2,29; 95%CI (1,39-3,78)
Genotipo viral non-1 | 75 (33.49) 71 (34.64) 44 (24.18) 49 (42.25) 239 (32,88) Haplotipo C vs. Haplotipo A 6 B: p=0,024; OR=1,66; 95%CI (1,06-2,59)
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Tabla 16: Distribucion de los haplotipos identificados en la region Chr5:156389535..156412001 del locus HAVCRL en las cohortes de pacientes VHC y VHC/VIH
divididos segun su grado de fibrosis. S6lo se muestran los haplotipos con frecuencia superior a 0.10.

VHC VHC/VIH
F3-F4 FO-F2 P OR(95%Cl) F3-F4 FO-F2 P OR(95%Cl)
Locus  Haplotl Haplot2 Modelo (n=66) (n=153) (n=69) (n=57)
HAVCR1 A R Genotipico | 3/26/37 12/65/76 0.54 9/21/38 5/25/27 0.30
Alélico 32/100 89/217 0.30 39/97 35/79 0.72
Dominante 29/37 77/76 0.38 30/38 30/27 0.34
Recesivo 3/63 12/141 0.37 9/59 5/52 0.43
B R Genotipico | 4/26/36 11/61/81 0.94 8/25/35 4/17/36 0.38
Alélico 34/98 83/223 0.76 41/95 25/89 0.14
Dominante 30/36 72/81 0.82 33/35 21/36 0.18
Recesivo 4/62 11/142 0.76 8/60 4/53 0.36
C R Genotipico | 3/29/34 8/53/92 0.42 5/21/42 3/20/34 0.81
Alélico 35/97 69/237 0.37 31/105 26/88 0.99
Dominante 32/34 61/92 0.23 26/42 23/34 0.80
Recesivo 3/63 8/145 0.83 5/63 3/54 0.63
D R Genotipico | 1/18/47 4/38/111 0.83 2/12/54 2/14/41 0.61
Alélico 20/112 46/260 0.97 16/120 18/96 0.35
Dominante 19/47 42/111 0.83 14/54 16/41 0.32
Recesivo 1/65 4/149 0.61 2/66 2/55 0.85
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Figura 14: Esquema del gen TANK. Localizacion de los SNPs analizados dentro de los dos
bloques de ligamiento descritos en la regién Chr2:161689367..161800900 en poblacién CEU en
HapMap project. A) Situacion del locus TANK en el cromosoma 2. B) Entorno gendémico del
gen TANK en la regién 2g24-g31. C) Posicion relativa de los SNPs en el gen TANK y
representacion grafica del desequilibrio de union entre los SNP estudiados (se muestra el
diagrama elaborado con Haploview para el pardmetro D’. correspondiente al desequilibrio
de union normalizado. Las cifras en los recuadros son los valores de los parametros
multiplicados por 100. Los recuadros rojos sin cifra indican que el valor es maximo (1)).
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La tasa de éxito del genotipado para todos los polimorfismos estudiados fue del
99% Yy los haplotipos se asignaron inequivocamente en el 98% de las muestras. La tabla 17
recoge la distribucién de los genotipos y las frecuencias alélicas de la poblaciéon general
obtenida en el grupo control no infectado para cada uno de los SNPs, asi como los
haplotipos con frecuencia superior al 10% encontrados en nuestra poblacion teniendo en
cuenta los 7 tag SNPs situados en el blogue de ligamiento de la region Chr2:
161699443..161800900 del locus TANK.

Tabla 17: Frecuencias genotipicas y alélicas en el grupo control no infectado.

Nombre SNP (X/Y) Alelo Minoritario XX XY YY f(X) f(Y)
rs6713215 (A/G) A 3% 23.8% 73.2% 0.15 0.85
rs17705608 (G/A) G 13% 46% 41% 0.36 0.64
rs1267068 (G/T) G 9.7% 41.7% 48.6% 0.31 0.69
rs7568498 (G/T) G 3.5% 25.4% 71% 0.16 0.84
rs1267077 (G/A) G 3.8% 26.6% 69.6% 0.17 0.83
rs1921310 (G/A) G 3.1% 33.3% 63.6% 0.20 0.80
rs11884495 (A/T) A 242%  48.2% 27.6% 0.48 0.52
rs1267034 (G/A) G 2.1% 20% 77.9% 0.12 0.88

X: Representa el alelo con frecuencia méas baja, mientras que Y representa el alelo con frecuencia mas alta
en nuestra poblacion

Distribucién de los haplotipos con frecuencia superior a 0.10 correspondientes a la regién Chr2:
161699443..161800900 del locus TANK en poblacién espafiola no infectada.

Haplotipo | rs17705608  rs1267068 rs7568498 r1s1267077 rs1921310  rs11884495  rs1267034 Frec. (N=378)
A G T T A G A A 0.187
B G T T A A A A 0.172
C A T T G A T A 0.166
D A G G A A T A 0.158
E A G T A A T G 0.115
F A T T A A A A 0.110
Otros 0.092

Con respecto al aclaramiento viral espontaneo, las tablas 18 y 19 muestran la
distribucion de los genotipos y los datos para cada modelo de herencia de estos 8 tag SNPs
y de los 6 haplotipos en los grupos AVE y VHC. No se observaron diferencias

significativas en ningln caso.
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Tabla 18: Distribucion de los 8 SNPs seleccionados en la region TANK en los pacientes VHC y

AVE.
Alelo Alelo VHC AVE
Modelo P OR 95%IC
SNP X Y (n=348) (n=77)
rs6713215 A G Genotipico 12/81/255 1/20/56 0.56
Alélico 105/591 22/132 0.80
Dominante 93/255 21/56 0.92
Recesivo 12/336 1/76 0.32
rs17705608 G A Genotipico 45/160/142 10/35/32 0.99
Alélico 250/444 55/99 0.94
Dominante 205/142 45/32 0.92
Recesivo 45/302 10/67 0.99
rs1267068 G T Genotipico 37/140/169  4/36/36 0.27
Alélico 214/478 44/108 0.63
Dominante 177/169 40/36 0.81
Recesivo 37/309 4/72 0.14
rs7568498 G T Genotipico 14/89/245 1/19/57 0.48
Alélico 117/579 21/133 0.33
Dominante 103/245 20/57 0.53
Recesivo 14/334 1/76 0.24
rs1267077 G A Genotipico 16/91/241 0/22/55 0.15
Alélico 123/573 22/132 0.31
Dominante 107/241 22/55 0.70
Recesivo 16/332 0/77 0.06
rs1921310 G A Genotipico 11/115/221 2/26/49 0.96
Alélico 137/557 30/124 0.94
Dominante 126/221 28/49 0.99
Recesivo 11/336 2/75 0.79
rs11884495 A T Genotipico 85/163/100 18/42/17 0.40
Alélico 333/363 78/76 0.53
Dominante 248/100 60/17 0.24
Recesivo 85/263 18/59 0.85
rs1267034 G A Genotipico 8/65/275 1/20/56 0.32
Alélico 81/615 22/132 0.36
Dominante 73/275 21/56 0.22
Recesivo 8/340 1/76 0.98

X: Representa el alelo con frecuencia mas baja, mientras que Y representa el alelo con frecuencia mas alta
en nuestra poblacion
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Tabla

19:

Distribucién

de los

haplotipos

identificados

en la

region

Chr2:

161699443..161800900 del locus TANK en los pacientes AVE y VHC. Sélo se muestran los
haplotipos con frecuencia superior a 0.10.

VHC AVE OR(95%ClI)
Locus Haplotl Haplot2 Modelo (n=348) (n=77)
TANK A R Genotipico | 9/15/224 2/26/49 0.99
Alélico 33/463 30/124 0.91
Dominante 24/224 28/49 0.90
Recesivo 9/239 2/75 0.99
B R Genotipico | 13/91/224  1/23/53 0.50
Alélico 117/539 25/129 0.63
Dominante | 104/224 24/53 0.93
Recesivo 13/315 1/76 0.25
C R Genotipico | 13/93/242 0/22/55 0.22
Alélico 119/577 22/132 0.39
Dominante | 106/242 22/55 0.74
Recesivo 13/335 0/77 0.11
D R Genotipico | 14/88/246 1/19/57 0.48
Alélico 116/580 21/133 0.35
Dominante | 102/246 20/57 0.55
Recesivo 14/334 1/76 0.24
E R Genotipico | 8/62/278 1/19/57 0.34
Alélico 78/618 21/133 0.39
Dominante 70/278 20/57 0.25
Recesivo 8/340 1/76 0.58
F R Genotipico | 5/67/276 1/20/56 0.41
Alélico 77/614 22/132 0.27
Dominante 72/276 21/56 0.20
Recesivo 5/343 1/76 0.99

No se encontr6 asociacién de los 8 tag SNPs ni de los haplotipos de la region TANK con el

aclaramiento viral mediado por tratamiento, en los pacientes VHC; sin embargo, si

detectamos una distribucion genotipica y alélica diferente del rs1921310 entre los

pacientes VHC/VIH con RS y RNS que se ajustaba a un modelo de herencia dominante ya

que la presencia de GG+AG era mas frecuente entre los pacientes con RNS (56.9% vs.
33.8% p=0.01; OR=2.58; 95%IC=1.25-5.32). Ademas, el haplotipo A del locus TANK,

marcado por el alelo rs1921310 G, también se encontr0 asociado con la respuesta al

tratamiento en estos pacientes VHC/VIH, siendo mas frecuente en los pacientes RNS que
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en los pacientes RS (51.7% vs. 35.4%; p=0.04; OR=2.09, 95%IC (1.02-4.30)), con modelo
de herencia dominante (tablas 20 y 21).

Cuando se analizd en funcidn del genotipo viral, se encontré relacién con el
polimorfismo rs7568498 G/T y los haplotipos D y F de la region TANK, en los pacientes
VHC pero no en los pacientes VHC/VIH, donde se encontr6 asociacion con rs1921310,
que también se encontraba asociado a la respuesta al tratamiento en esta cohorte de
pacientes. En la cohorte de pacientes VHC, el alelo rs7568498 G y el haplotipo D eran mas
frecuentes entre los pacientes No-G1 que entre los pacientes G1 (24.6% vs. 15.7%; p=0.02;
OR=0.57; 95%IC=0.35-0.92) y (24.6% vs. 15.5%; p=0.01; OR=0.56; 95%I1C=0.34-0.90)
respectivamente. Sin embargo, el haplotipo F era mas frecuente entre los pacientes G1
(11.9% vs. 3.3%; p=0.005; OR=3.94; 95%IC=1.39-11.14), siguiendo la asociacion
haplotipica en ambos casos un modelo de herencia dominante (tablas 22 y 23).

Por altimo, el andlisis de la distribucion de los polimorfismos de la region TANK en
funcién del grado de fibrosis, revelé asociacion tanto en los pacientes VHC como
VHC/VIH, pero con marcadores distintos. Asi, el rs7568498 se asocié con el grado de
fibrosis en la cohorte VHC, siendo la frecuencia de GG+GT mas elevada en los pacientes
F3-F4 que en los FO-F2 (38.3% vs. 26.2%; p=0.04; OR=1.74; 95%IC=1.00-3.01). Sin
embargo, en la cohorte VHC/VIH se encontr6 asociado el rs1267077, siendo la frecuenta
de GG+AG mas alta en los pacientes F3-F4 que en los FO-F2 (40.6% vs. 22.8%; p=0.04;
OR=2.31; 95%IC=1.05-5.05). Con respecto al estudio de haplotipos en la cohorte VHC se
encontrd asociado el haplotipo D, y en la cohorte VHC/VIH, el haplotipo C, ya que,
haplotipo D era mas frecuente en los pacientes VHC F3-F4 que en los pacientes VHC FO-
F2 (38.3% vs. 26.2%; p=0.04; OR=1.74; 95%IC=1.00-3.01), y el haplotipo C era mas
frecuente en los pacientes VHC/VIH F3-F4 que en los pacientes VHC/VIH FO-F2 (40.6%
vs. 22.8%; p=0.03; OR=2.31; 95%IC=1.05-5.05), siguiendo en ambas cohortes de
pacientes la asociacion un modelo de herencia dominante (tablas 24 y 25).

Al igual que en las tablas anteriores, el alelo X representa el alelo de frecuencia mas
baja, mientras que el alelo Y representa el alelo con frecuencia méas alta en nuestra

poblacién.
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Tabla 20: Distribucion de los 8 SNPs seleccionados en la region TANK en las dos cohortes de pacientes de este estudio segun su respuesta al tratamiento.

VHC VHC/VIH
SNP Al)‘zlo Alslo Modelo (nz':: 0 (n=r;s3, T OR 95%IC (:='\;58) (n::z;) p OR 95%IC
rs6713215 A G Genotipico 1/27/103 6/31/99 0.17 1/23/33  2/18/47 0.25
Alélico 29/233 43/229 0.13 25/89 22/112 0.32
Dominante 28/103 37/99 0.32 24/33 20/47 0.18
Recesivo 1/130 6/130 0.12 1/56 2/65 1
rs17705608 G A Genotipico 12/63/56 21/60/54 0.29 9/28/21 5/33/30 0.29
Alélico 87/175 102/168 0.27 46/70 43/93 0.18
Dominante 75/56 81/54 0.71 37/21 38/30 0.46
Recesivo 12/119 21/114 0.13 9/49 5/63 0.16
rs1267068 G T Genotipico 16/54/61 11/55/70 0.47 6/19/32 9/23/36 0.90
Alélico 86/176 77/195 0.26 31/83 41/95 0.67
Dominante 70/61 66/70 0.46 25/32 32/36 0.85
Recesivo 16/115 11/125 0.31 6/51 9/59 0.78
rs7568498 G T Genotipico  4/36/91 5/34/97 0.84 2/12/44  4/14/50 0.84
Alélico 44/218 44/228 0.91 16/100 22/114 0.72
Dominante 40/91 39/97 0.78 14/44 18/50 0.83
Recesivo 4/127 5/131 1 2/56 4/64 0.68
rs1267077 G A Genotipico  5/39/87 5/40/91 1 2/16/40 1/21/46 0.76
Alélico 49/213 50/222 1 20/96 23/113 1
Dominante 44/87 45/91 1 18/40 22/46 1
Recesivo 5/126 5/131 1 2/56 1/67 0.59
rs1921310 G A Genotipico 2/41/88 6/47/83 0.31 4/29/25 2/21/45 0.03
Alélico 45/217 59/213 0.19 37/79 25/111 0.01 2.07 (1.16-3.91)
Dominante 43/88 53/83 0.31 33/25 23/45 0.01 2.58 (1.25-5.32)
Recesivo 2/129 6/130 0.28 4/54 2/66 0.41
rs11884495 A T Genotipico 29/62/40 35/63/38 0.78 15/27/16 14/35/19 0.79
Alélico 120/142 133/139 0.48 57/59 63/73 0.71
Dominante 91/40 98/38 0.68 42/16 49/19 1
Recesivo 29/102 35/101 0.56 15/43 14/54 0.52
rs1267034 G A Genotipico  3/29/99 3/21/112 0.39 1/11/46 1/16/51 0.83
Alélico 35/227 27/245 0.22 13/103 18/118 0.70
Dominante 32/99 24/112 0.18 12/46 17/51 0.67
Recesivo 3/128 3/133 1 1/57 1/67 1
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Tabla 21: Distribucion de los haplotipos de la region Chr2:161699443..161800900 del locus TANK en las dos cohortes de pacientes segin RT.

VHC VHC/VIH
RNS RS RNS RS
Locus Haplotl Haplot2 Modelo (n=131) (n=136) P Sl (n=58) (n=68) P Sl
TANK A R Genotipico 2/41/88 5/46/85 0.46 4/26/28 2/21/45 0.11
Alélico 45/217 56/216 0.31 34/82 25/111 0.04 1.84 (1.02-3.32)
Dominante 43/88 51/85 0.42 30/28 23/45 0.04 2.09 (1.02-4.30)
Recesivo 2/129 5/131 0.27 4/54 2/66 0.30
B R Genotipico 4/34/93 4/39/93 0.88 0/12/46 1/16/51 0.59
Alélico 42/220 47/225 0.69 12/104 18/118 0.48
Dominante 38/93 43/93 0.64 12/46 17/51 0.57
Recesivo 4/127 4/132 0.95 0/58 1/67 0.35
C R Genotipico 4/40/87 5/39/92 0.91 2/16/40 1/21/46 0.72
Alélico 48/214 49/223 0.92 20/96 23/113 0.94
Dominante 44/87 44/92 0.83 18/40 22/46 0.87
Recesivo 4/127 5/131 0.77 2/56 1/67 0.46
D R Genotipico 4/36/91 5/34/97 0.87 2/12/44 4/14/50 0.81
Alélico 44/218 44/228 0.84 16/100 22/114 0.59
Dominante 40/91 39/97 0.73 14/44 18/50 0.76
Recesivo 4/127 5/131 0.77 2/56 4/64 0.52
E R Genotipico | 3/28/100 3/20/113 0.36 1/11/46 1/16/51 0.82
Alélico 34/228 26/246 0.21 13/103 18/118 0.63
Dominante 31/100 23/113 0.17 12/46 17/51 0.57
Recesivo 3/128 3/133 0.96 1/57 1/67 0.90
F R Genotipico 3/27/101 1/24/111 0.45 0/8/50 2/16/50 0.14
Alélico 33/229 26/246 0.26 8/108 20/116 0.05
Dominante 30/101 25/111 0.36 8/50 18/50 0.08
Recesivo 3/128 1/135 0.29 0/58 2/66 0.30
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Tabla 22: Distribucion de los 8 tag SNPs seleccionados en la region TANK en las dos cohortes de pacientes de este estudio segun el genotipo viral.

VHC VHC/VIH
SNP Al)‘zlo Alslo Modelo (:2113) :\::;6651) p OR 95%IC (nf;" ::;;551) p OR 95%IC

rs6713215 A G Genotipico  8/47/158 1/14/50 0.84 3/26/57 0/27/67 0.21
Alélico 63/363 16/114 0.56 32/140 27/161 0.32
Dominante 55/158 15/50 0.74 29/57 27/67 0.52
Recesivo 8/205 1/64 0.69 3/83 0/94 0.11
rs17705608 G A Genotipico 26/108/79 9/28/27 0.58 12/35/40 11/47/37 0.47
Alélico 160/266 46/82 0.75 59/115 69/121 0.66
Dominante 134/79 37/27 0.46 47/40 58/37 0.37
Recesivo 26/187 9/55 0.67 12/75 11/84 0.66
rs1267068 G T Genotipico 19/84/108 9/31/25 0.15 13/33/41 10/30/54 0.36
Alélico 122/300 49/81 0.06 59/115 50/138 0.13
Dominante  103/108 40/25 0.09 46/41 40/54 0.18
Recesivo 19/192 9/56 0.24 13/74 10/84 0.51
rs7568498 G T Genotipico  6/55/152  5/22/38 0.07 3/24/60 4/20/71 0.61
Alélico 67/359 32/98 0.02 0.57 (0.35-0.92) 30/144 28/162 0.56
Dominante 61/152 27/38 0.07 27/60 24/71 0.41

Recesivo 6/207 5/60 0.13 3/84 4/91 1
rs1267077 G A Genotipico 9/60/144  2/16/47 0.83 2/24/61 4/25/66 0.84
Alélico 78/348 20/110 0.51 28/146 33/157 0.78

Dominante 69/144 18/47 0.54 26/61 29/66 1
Recesivo 9/204 2/63 1 2/85 4/91 0.68
rs1921310 G A Genotipico  7/75/130 2/17/46 0.39 7/25/55 1/39/55 0.03
Alélico 89/335 21/109 0.25 39/135 41/149 0.89
Dominante 82/130 19/46 0.18 32/55 40/55 0.54
Recesivo 7/205 2/63 1 7/80 1/94 0.05
rs11884495 A T Genotipico 57/101/55 11/34/20 0.26 17/44/26 27/41/27 0.35
Alélico 215/211 56/74 0.16 78/96 95/95 0.34
Dominante 158/55 45/20 0.42 61/26 68/27 0.87
Recesivo 57/156 11/54 0.13 17/70 27/68 0.17
rs1267034 G A Genotipico  4/39/170  2/11/52 0.79 2/21/64 2/16/77 0.42
Alélico 47/379 15/115 0.87 25/149 20/170 0.33
Dominante 43/170 13/52 1 23/64 18/77 0.28

Recesivo 4/209 2/63 0.62 2/85 2/93 1
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Tabla 23: Distribucién de los haplotipos de la region Chr2:161699443..161800900 del locus TANK segun el genotipo viral.

VHC VHC/VIH
G1 No-G1 G1 No-G1
Locus Haplotl Haplot2 Modelo (n=213) (n=65) P OR(35%C1) (n=87) (n=95) P OR(35%C1)

TANK A R Genotipico | 5/76/132 2/17/46 0.35 7/25/55 1/35/59 0.05
Alélico 86/340 21/109 0.31 39/135 37/153 0.49

Dominante 81/132 19/46 0.19 32/55 36/59 0.87

Recesivo 5/208 2/63 0.74 7/80 1/94 0.05

B R Genotipico | 7/59/147 2/22/41 0.63 0/20/67 3/26/66 0.18
Alélico 73/353 26/104 0.45 20/154 32/158 0.14

Dominante 66/147 24/41 0.37 20/67 29/66 0.25

Recesivo 7/206 2/63 0.93 0/87 3/92 0.28

C R Genotipico | 6/63/144 2/15/48 0.59 2/24/61 4/25/66 0.76
Alélico 75/351 19/111 0.42 28/146 33/157 0.74

Dominante 69/144 17/48 0.34 26/61 29/66 0.92

Recesivo 6/207 2/63 0.91 2/85 4/91 0.47

D R Genotipico | 6/54/153 5/22/38 0.06 3/24/60 4/20/71 0.58
Alélico 66/360 32/98 0.01 0.56 (0.34-0.90) 30/144 28/162 0.51

Dominante 60/153 27/38 0.04 0.55 (0.31-0.98) 27/60 24/71 0.38

Recesivo 6/207 5/60 0.07 3/84 4/91 0.78

E R Genotipico | 4/36/173 2/11/52 0.84 2/21/64 2/16/77 0.46
Alélico 44/382 15/115 0.69 25/149 20/170 0.26

Dominante 40/173 13/52 0.82 23/64 18/77 0.22

Recesivo 4/209 2/63 0.56 2/85 2/93 0.92

F R Genotipico | 4/43/166 0/4/56 0.02 3/13/71 0/22/73 0.08
Alélico 51/375 4/116 0.005 3.94(1.39-11.14) 19/155 22/168 0.84

Dominante 47/166 4/56 0.006 3.96(1.36-11.50) 16/71 22/73 0.42

Recesivo 4/209 0/60 0.50 3/84 0/95 0.21
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Tabla 24: Distribucion de los 8 tag SNPs seleccionados en la region TANK en las dos cohortes de pacientes de este estudio segun el grado de fibrosis.

VHC VHC/VIH
SNP Al)‘zlo Alslo Modelo ('::;:) (:S;;ZZ) p OR 95%IC (E:SF:) (f::::) P OR 95%IC
rs6713215 A G  Genotipico 2/21/58 7/44/151 0.74 1/26/41 1/13/42  0.14
Alélico  25/137  58/346  0.79 28/108  15/97  0.17
Dominante  23/58  51/151  0.65 27/41  14/42  0.09
Recesivo 2/79 7/195 1 1/67 1/55 1
rs17705608 G A Genotipico 8/39/34 28/94/80 0.70 7/33/29  7/24/26 0.84
Alélico  55/107  150/254  0.49 47/91  38/76 1
Dominante  47/34  122/80  0.78 40/29  31/26  0.72
Recesivo 8/73 28/174 043 7/62 7/50  0.77
rs1267068 G T  Genotipico 10/39/31 22/76/103 0.15 5/24/39  9/22/26 0.24
Alélico  59/101  120/282 0.1 34/102  40/74  0.10
Dominante ~ 49/31  98/103  0.06 20/39  31/26 021
Recesivo  10/70  22/179  0.68 5/63 9/48  0.16
rs7568498 G T  Genotipico 5/26/50 7/46/149 0.11 0/16/53 2/15/40 0.29

Alélico 36/126 60/344 0.04 1.64 (1.03-2.59) 16/122 19/95 0.27
Dominante 31/50 53/149 0.04 1.74 (1.00-3.01) 16/53 17/40 0.42

Recesivo 5/76 7/195 0.33 0/69 2/55 0.20
rs1267077 G A Genotipico 4/16/61 9/54/139 0.45 1/27/41 4/9/44 0.004
Alélico 24/138 72/332 0.45 29/109 17/97 0.25
Dominante 20/61 63/139 0.31 28/41 13/44 0.04 2.31(1.06-5.06)
Recesivo 4/77 9/193 1 1/68 4/53 0.17
rs1921310 G A Genotipico  1/22/58 7/74/120 0.16 4/31/34 2/17/38 0.13
Alélico 24/138 88/314 0.06 39/99 21/93 0.07
Dominante 23/58 81/120 0.07 35/34 19/38 0.07
Recesivo 1/80 7/194 0.44 4/65 2/55 0.68
rs11884495 A T Genotipico 21/33/27 50/96/56 0.52 15/35/19 13/27/17 0.91
Alélico 75/87 196/208 0.64 65/73 53/61 1
Dominante 54/27 146/56 0.38 50/19 40/17 0.84
Recesivo 21/60 50/152 0.87 15/54 13/44 1
rs1267034 G A Genotipico  1/15/65 5/44/153 0.72 0/16/53 3/14/40 0.19
Alélico 17/145 54/350 0.40 16/122 20/94 0.20
Dominante 16/65 49/153 0.43 16/53 17/40 0.42
Recesivo 1/80 5/197 0.67 0/69 3/54 0.09
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Tabla 25: Distribucion de los haplotipos de la region Chr2:161699443..161800900 del locus TANK segln el grado de fibrosis.

VHC VHC/VIH
F3-F4 FO-F2 F3-F4 FO-F2

Locus Haplotl Haplot2 Modelo (n=81) (n=202) P OR(35%C1) (n=69) (n=57) P OR(35%C1)
TANK A R Genotipico 1/22/58 6/73/123 0.21 4/27/38 2/17/38 0.40
Alélico 24/138 85/319 0.10 35/103 21/93 0.18
Dominante 23/58 79/123 0.10 31/38 19/38 0.18
Recesivo 1/80 6/196 0.39 4/65 2/55 0.54
B R Genotipico 4/22/55 7/51/144 0.01 0/12/57 0/17/40 0.25
Alélico 30/132 65/339 0.48 12/126 17/97 0.12
Dominante 26/55 58/144 0.57 12/57 17/40 0.10
Recesivo 4/77 7/195 0.56 0/69 0/57 0.92
C R Genotipico | 4/15/62 7/56/139 0.25 1/27/41 4/9/44 0.007
Alélico 23/139 70/334 0.36 29/109 17/97 0.21

Dominante 19/62 63/139 0.19 28/41 13/44 0.03 2.31(1.05-5.05)
Recesivo 4/77 7/195 0.56 1/68 4/53 0.11
D R Genotipico 5/26/50 7/46/149 0.12 0/12/53 2/15/40 0.16
Alélico 36/126 60/344 0.03 1.63 (1.03-2.59) 12/118 19/95 0.08
Dominante 31/50 53/149 0.04 1.74 (1.00-3.01) 12/53 17/40 0.14
Recesivo 5/76 7/195 0.31 0/65 2/55 0.19
E R Genotipico 1/15/65 5/42/155 0.71 0/16/53 3/14/40 0.14
Alélico 17/145 52/352 0.43 16/122 20/94 0.17
Dominante 16/65 47/155 0.52 16/53 17/40 0.39
Recesivo 1/80 5/197 0.51 0/68 3/54 0.10
D R Genotipico 2/17/62 3/35/164 0.63 0/14/55 2/11/44 0.29
Alélico 21/141 41/363 0.33 14/124 15/99 0.45
Dominante 19/62 38/164 0.37 14/55 13/44 0.73
Recesivo 2/79 3/199 0.57 0/69 2/55 0.18
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4. TNFSF18
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Figura 15: Esquema del locus TNFSF18. Localizacion de los SNPs analizados dentro del bloque
de ligamiento descrito en la regién Chr1:171271937..171303871 en poblacion CEU en HapMap
project. A) Situacion del locus TNFSF18 en el cromosoma 1. B) Entorno gendémico del gen
TNFSF18 en la region 1g23. C) Posicion relativa de los SNPs en el locus TNFSF18 y
representacion grafica del desequilibrio de union entre los SNP estudiados (se muestra el
diagrama elaborado con Haploview para el pardmetro D’. correspondiente al desequilibrio
de union normalizado. Las cifras en los recuadros son los valores de los parametros
multiplicados por 100. Los recuadros sin cifra indican que el valor es maximo (1)).
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La tasa de éxito del genotipado para todos los polimorfismos estudiados fue del 99% y los
haplotipos se asignaron inequivocamente en el 98% de las muestras. La tabla 26 recoge las
frecuencias genotipicas y alélicas de la poblacidn general obtenida del grupo control sano
para cada SNP y los haplotipos constituidos con estos SNPs con frecuencia superior al

10% encontrado en nuestra poblacion de estudio.

Tabla 26: Frecuencias genotipicas y alélicas en el grupo control no infectado.

Nombre SNP (X/Y) Alelo minoritario XX XY YY f(X) f(Y)
rs723858 (A/T) A 6.2% 38.8% 55% 0.25 0.75
rs9286880 (G/T) G 5.2% 42.6% 52.2% 0.27 0.73
rs7546619 (A/G) A 5.9% 45.4% 48.7% 0.29 0.71
rs2223517 (T/C) T 15.7% 50.7% 33.6% 041 0.59

X: Representa el alelo con frecuencia méas baja, mientras que Y representa el alelo con frecuencia mas alta
en nuestra poblacion

Distribucién de los haplotipos con frecuencia superior a 0.10 correspondientes a la regién Chrl.:
171271937..171303871 del locus TNFSF18 en poblacion espafiola no infectada.

Haplotipo rs723858 rs9286880 rs7546619 rs2223517 | Frec. (N=378)
A T T G T 0.403
B T G G C 0.261
C A T A C 0.234
Otros 0.102

Como se puede observar, el haplotipo A queda definido por la variable T del rs2223517, el
haplotipo B por la variable G del rs9286880 y el haplotipo C por la variable A del
rs723858, por lo que no hicimos analisis de haplotipos en este locus ya que seria

redundante.

El estudio del locus TNFSF18 con el aclaramiento viral espontaneo, no revelo asociacion

entre ninguno de los tag SNP vy esta variable (tablas 27).
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Tabla 27: Distribucion de los 4 tags SNPs seleccionados en la region TNFSF18 en los pacientes

VHC y AVE para analizar el aclaramiento viral espontaneo.

Alelo Alelo VHC AVE
Modelo P OR 95%IC
SNP X Y (n=348) (n=77)
rs723858 A T Genotipico 22/134/191  4/30/42 0.94
Alélico 178/516 38/114 0.87
Dominante 156/191 34/42 0.97
Recesivo 22/325 4/72 0.72
rs9286880 G T  Genotipico 19/143/185 3/37/36 0.46
Alélico 181/513 43/109 0.57
Dominante 162/185 40/36 0.34
Recesivo 19/328 3/73 0.58
rs7546619 A G Genotipico 19/158/170 6/34/36 0.72
Alélico 196/498 46/106 0.62
Dominante 177/170 40/36 0.79
Recesivo 19/328 3/73 0.42
rs2223517 T C Genotipico 53/181/112 13/33/30 0.36
Alélico 287/405 59/93 0.54
Dominante 234/112 46/30 0.23
Recesivo 53/293 13/63 0.69

X: Representa el alelo con frecuencia mas baja, mientras que Y representa el alelo con frecuencia mas alta
en nuestra poblacion

Con respecto al aclaramiento viral mediado por tratamiento y al genotipo viral no se

detectd asociacion con el locus TNFSF18 en ninguna de las dos cohortes de pacientes

analizadas (tablas 28 y 29 respectivamente).

Por ultimo, con respecto al grado de fibrosis (tabla 30), no se encontrd asociacion

en los pacientes VHC, pero si en la cohorte VHC/VIH, ya que las frecuencias de los alelos
rs723858A, rs7546619A y rs2223517C eran mas altas entre los pacientes F3-F4 que en los
pacientes FO-F2 (34.1% vs. 19.3%; p=0.01; OR=2.16; 95%IC=1.20-3.87), (42.8% vs.
26.3%; p=0.008; OR=2.09; 95%I1C=1.22-4.57) y (68,8% vs. 53,5%; p=0.01; OR=1,92 (1,15-

3,22) respectivamente.
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Tabla 28: Distribucidon de los tag SNPs y haplotipos de la region Chr1:171271937..171303871 del locus TNFSF18 segun la repuesta al tratamiento.

VHC VHC/VIH
SNP A'§'° A'$'° Modelo (n:I::l) (n=Rf3 = P OR 95%IC (::‘51) (n:: 5 P OR 95%IC
rs723858 A T Genotipico 11/50/70 9/56/70 0.79 5/26/27 6/28/34 0.93
Alélico 72/190 74/196 1 36/80 40/96 0.78
Dominante 61/70 65/70 0.81 31/27 34/34 0.72
Recesivo 11/120 9/126 0.65 5/53 22798 1
rs9286880 G T Genotipico  9/43/79 7/60/68 0.15 4/21/33 5/25/38 1
Alélico 61/201 74/196 0.32 29/87 35/101 1
Dominante 52/79 67/68 0.11 25/33 30/38 1
Recesivo 9/122 7/128 0.61 4/54 23132 1
rs7546619 A G Genotipico 10/64/57 7/60/69 0.44 8/30/20 13/30/25 0.65
Alélico 84/178 74/198 0.25 46/70 56/80 0.89
Dominante 74/57 67/69 0.27 38/20 43/25 0.85
Recesivo 10/121 7/129 0.45 8/50 13/55 0.47
rs2223517 T C Genotipico 18/72/40 22/63/51 0.33 6/28/24 8/28/32 0.78
Alélico 108/152 107/165 0.65 40/76 44/92 0.78
Dominante 90/40 85/51 0.30 34/24 36/32 0.59
Recesivo 18/112 22/114 0.61 6/52 22129 1
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Tabla 29: Distribucidon de los tag SNPs y haplotipos de la region Chr1:171271937..171303871 del locus TNFSF18 segun el genotipo viral.

VHC VHC/VIH
SNP A'§'° A'$'° Modelo (n=G211 a7 :\::;:;1) p OR 95%IC (nf;" :‘::;:51) p OR 95%IC
rs723858 A T Genotipico 17/79/117  2/24/39 0.40 6/32/49 8/43/44 0.42
Alélico 113/313 28/102 0.30 44/130 59/131 0.24
Dominante  96/117 26/39 0.56 38/49 51/44 0.18
Recesivo 17/196 2/63 0.26 6/81 8/87 0.78
rs9286880 G T Genotipico 12/82/119 2/34/28 0.11 7/31/49 6/40/49 0.67
Alélico 106/320 38/90 0.30 45/129 52/138 0.81
Dominante 94/119 36/28 0.11 38/49 46/49 0.55
Recesivo 12/201 2/62 0.53 7/80 6/89 0.77
rs7546619 A G Genotipico 15/95/102  3/29/33 0.83 10/38/39 14/48/33 0.38
Alélico 125/299 35/95 0.65 58/116 76/114 0.19
Dominante  110/102 32/33 0.77 48/39 62/33 0.17
Recesivo 15/197 3/62 0.57 10/77 14/81 0.66
rs2223517 T C Genotipico 29/115/67 14/28/23 0.18 17/38/32 9/42/43 0.13
Alélico 173/249 56/74 0.68 72/102 60/128 0.06
Dominante 144/67 42/23 0.65 55/32 51/43 0.23
Recesivo 29/182 14/51 0.16 17/70 9/85 0.06
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Tabla 30: Distribucidon de los tag SNPs y haplotipos de la region Chr1:171271937..171303871 del locus TNFSF18 segun el grado de fibrosis.

VHC VHC/VIH
SNP A';'° A'$'° Modelo ('::;:) (:3;222) p OR 95%IC (f:::) (2572) P OR 95%IC
rs723858 A T  Genotipico  3/28/50 14/80/107 037 8/31/30 0/22/35 0.01
Alélico 34/128  108/294  0.16 47/91 22/92  0.01 2.16(1.20-3.87)
Dominante  31/50 94/107  0.23 39/30 22/35  0.04 2.06 (1.01-4.23)
Recesivo 3/78 14/187 041 8/61 0/57  0.008
rs9286880 G T Genotipico 5/38/38 13/78/111 041 5/25/39  5/24/28 0.73
Alélico 48/114  104/300 034 35/103  34/80  0.47
Dominante  43/38 91/111  0.23 30/39 29/28  0.47
Recesivo 5/76 13/189 1 5/64 5/52  0.75
rs7546619 A G Genotipico  2/35/44  9/91/101 0.71 13/33/23 3/24/30 0.02
Alélico 39/123  109/293  0.52 59/79 30/84  0.008 2.09 (1.22-4.57)
Dominante  37/44  100/101  0.59 46/23 27/30  0.03  2.22(1.08-4.57)
Recesivo 2/79 9/192  0.73 13/56 3/54  0.03 4.17(1.13-15.48)
rs2223517 T C  Genotipico 11/47/23 32/103/66 062 7/29/33  14/25/18 0.05
Alélico 69/93  167/235  0.85 43/95 53/61  0.01 0.52(0.31-0.87)
Dominante  58/23 135/66  0.57 36/33 39/18  0.07
Recesivo  11/70 32/169  0.71 7/62 14/43  0.03  0.34(0.12-0.93)
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Figura 16: Esquema del gen IL18BP. Localizacion de los SNPs analizados dentro de la regién
Chrl11:71367189..71411859 en poblacion CEU en HapMap Project. A) Situacion del locus
IL18BP en el cromosoma 11. B) Entorno gendmico del gen IL18BP en la region 11q13. C)
Posicion relativa de los SNPs seleccionados en el locus IL18BP y representacion grafica
del desequilibrio de union entre los SNP estudiados (se muestra el diagrama elaborado con
Haploview para el parametro D’. correspondiente al desequilibrio de union normalizado.
Las cifras en los recuadros son los valores de los pardmetros multiplicados por 100).
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La tasa de éxito del genotipado para todos los polimorfismos estudiados fue del 99% y los
haplotipos se asignaron inequivocamente en el 98% de las muestras. La tabla 31 recoge las
frecuencias genotipicas y alélicas de la poblacion general obtenidas del grupo control sano
para cada SNP y los haplotipos constituidos con estos SNPs con frecuencia superior al

10% encontrado en nuestra poblacion de estudio.

Tabla 31: Frecuencias genotipicas y alélicas en el grupo control no infectado.

SNP (X/Y) Alelo minoritario XX XY YY f(X) f(Y)
rs7131230 (C/T) Cc 8% 42% 50% 0.29 0.71
rs2298455 (G/T) G 0.7% 27.3% 2% 0.14 0.86
rs3793941 (A/G) A 16% 52% 32% 0.42 0.58

X: Representa el alelo con frecuencia méas baja, mientras que Y representa el alelo con frecuencia mas alta
en nuestra poblacion

Distribucién de los haplotipos con frecuencia superior a 0.10 correspondientes a la region Chrl1:
71367189..71411859 del locus IL18BP en poblacion espafiola no infectada

Haplotipo rs7131230 rs2298455 rs3793941 Frec. (N=378)
A T T A 0.397
B C T G 0.275
C T T G 0.163
D T G G 0.129
Otros 0.036

La tabla 32 muestra los datos de los 3 SNPs seleccionados en el locus IL18BP en los
pacientes con AVE y VHC. Segln nuestros resultados se observé asociacion del
rs7131230 C/T con el AVE segun un modelo dominante, ya que el 61.1% de los individuos
AVE eran CC+CT en comparacion con el 47.8% de los pacientes VHC (p=0.04; OR=0.58;
95%CI=0.35-0.97). El porcentaje de pacientes VHC con este genotipo fue similar al del
grupo control (47.8% vs. 50.2% p=0.51), por tanto, los individuos CC+CT estaban
sobrerrepresentados en el grupo AVE.

Debido a la relacion descrita entre el sexo femenino y el AVE, analizamos la distribucion
CC+CT en el grupo de AVE separando los hombres de las mujeres para descartar un posible
sesgo por el sexo de los individuos. Observamos que la distribucion genotipica de este
polimorfismo en funcidén del sexo seguia la tendencia de la distribucion genotipica en

funcion del AVE, aunque sin llegar a ser estadisticamente significativo. Asi, se encontrd que
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en el grupo AVE, el 71% de las mujeres tenian el genotipo CC+CT frente al 50% de los
hombres (p=0.06).

Tabla 32: Distribucion de los 3 tag SNPs seleccionados en la region IL18BP en los pacientes
VHC y AVE.

Alelo Alelo VHC AVE

Modelo P OR 95%IC
SNP X Y (n=348) (n=77)

rs7131230 C T Genotipico 29/136/180 5/42/30 0.05
Alélico 194/496 52/102 0.16

Dominante 165/180 47/30 0.04 0.58 (0.35-0.97)
Recesivo 29/316 5/72 0.58
rs2298455 G T  Genotipico  3/96/248  0/19/54 0.69
Alélico 102/592 19/127 0.59
Dominante 99/248 19/54 0.66
Recesivo 3/344 0/73 0.92
rs3793941 A G Genotipico 61/182/104 9/38/30 0.22
Alélico 304/390 56/98 0.09
Dominante 243/104 47/30 0.12
Recesivo 61/286 9/68 0.21

X: Representa el alelo con frecuencia méas baja, mientras que Y representa el alelo con frecuencia mas alta
en nuestra poblacion

Por otro lado, en el estudio de haplotipos (tabla 33) se encontr6 asociacion entre el AVE y el
haplotipo B a través de un modelo de herencia dominante, y con la misma magnitud que con
el polimorfismo rs7131230 C/T, esperable al definir la variable C de este SNP el haplotipo
B. Asi, el genotipo BB+BX era mas frecuente en los aclaradores que en los crénicos [47
(61.0%) vs. 164 (47.1%); p=0.02; OR=0.56; 95%IC=0.34-0.94]. No obstante, también aqui,
al estratificar los individuos AVE por el sexo, obtuvimos lo mismo que al analizar el SNP
rs7131230, de manera que un 71% de las mujeres eran BB+BX frente a un 50% de los
hombres (p=0.06).
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Tabla 33: Distribucion de los haplotipos identificados en la region Chr11:71367189..71411859
del locus IL18BP en los pacientes AVE y VHC para analizar el aclaramiento viral espontaneo.
Solo se muestran los haplotipos con frecuencia superior a 0.10.

VHC AVE P OR(95%Cl)
Locus Haplotl Haplot2 Modelo (n=348) (n=77)

IL18BP A R Genotipico |55/181/112 9/38/30 0.43
Alélico 291/405 56/98 0.21
Dominante 236/112 47/30 0.25
Recesivo 55/293 9/68 0.36
B R Genotipico |27/137/184 5/42/30 0.04
Alélico 191/505 52/102 0.11

Dominante 164/184 47/30 0.02 0.56 (0.34-0.94)
Recesivo 27/321 5/72 0.70
C R Genotipico | 10/89/249 2/23/52 0.74
Alélico 109/587 27/127 0.56
Dominante 99/249 25/52 0.48
Recesivo 10/338 2/75 0.89
D R Genotipico 3/82/263 0/19/58 0.70
Alélico 88/608 19/135 0.91
Dominante 85/263 19/58 0.96
Recesivo 3/345 0/77 0.41

Con respecto al aclaramiento viral mediado por tratamiento, no se encontr6 asociacion
ni con estos 3 tag SNPsni con los haplotipos de la regién IL18BP en los pacientes VHC ni
en los pacientes VHC/VIH (tabla 34).

Ademas, cuando se analiz6 en funcion del genotipo viral que causa la infeccion, tampoco
se encontro relacion con estos 3 tag SNPs ni con los haplotipos de la region IL18BP ni en
los pacientes VHC ni en los pacientes VHC/VIH (tabla 35).

Por ultimo, el andlisis de la distribucion de los polimorfismos de la regién IL18BP en
funcién del grado de fibrosis, tampoco revel6 asociacion de este locus con esta variable

en las dos cohortes de pacientes (tabla 36).
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Tabla 34: Distribucidon de los tag SNPs y haplotipos de la regién Chr11:71367189..71411859 del locus IL18BP segun la respuesta al tratamiento.

VHC VHC/VIH
Alelo Alelo RNS RS RNS RS
Modelo T P OR 95%IC (n=58) (n=68) P OR 95%IC
Genotipico  9/51/70 11/54/70 0.91 6/20/32 8/23/37 1
Alélico 69/191 76/194 0.69 32/84 39/97 0.88
Dominante 60/70 65/70 0.80 26/32 31/37 1
Recesivo 9/121 11/124 0.81 6/52 8/60 1
Genotipico  2/37/91 1/42/93 0.76 2/13/43 1/14/53 0.74
Alélico 41/219 44/228 0.91 17/99 16/120 0.57
Dominante 39/91 43/93 0.79 15/43 15/53 0.67
Recesivo 2/128 1/135 0.61 2/56 1/67 0.59
Genotipico 25/66/39 22/69/45 0.76 12/32/14 18/27/23 0.22
Alélico 116/144 113/159 0.48 56/60 63/73 0.80
Dominante 91/39 91/45 0.60 44/14 45/23 0.24
Recesivo 25/105 22/114 0.52 12/46 18/50 0.53
Haplotl Haplot2
Genotipico 23/65/43 18/69/48 0.62 11/32/15 18/27/23 0.22
Alélico 111/151 105/165 0.41 54/62 63/70 0.89
Dominante 88/43 87/48 0.63 43/15 45/23 0.33
Recesivo 23/108 18/117 0.34 11/47 18/50 0.31
Genotipico  8/51/72 10/55/70 0.84 4/22/32 8/22/38 0.58
Alélico 67/195 75/195 0.56 30/86 38/98 0.71
Dominante 59/72 65/70 0.61 26/32 20/38 0.25
Recesivo 8/123 10/125 0.67 4/54 8/60 0.35
Genotipico  3/36/92 4/36/95 0.93 1/12/45 2/15/51 0.88
Alélico 42/220 44/226 0.93 14/102 19/117 0.65
Dominante 39/92 40/95 0.97 13/45 17/51 0.73
Recesivo 3/128 4/131 0.73 1/57 2/66 0.65
Genotipico  2/30/99 1/36/98 0.66 2/11/45 1/13/54 0.76
Alélico 34/228 38/232 0.71 15/101 15/121 0.64
Dominante 32/99 37/98 0.57 13/45 14/54 0.80
Recesivo 2/129 1/134 0.54 2/56 1/67 0.46
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Tabla 35: Distribucion de los tag SNPs y haplotipos de la region Chr11:71367189..71411859 del locus IL18BP segun el genotipo viral.

VHC VHC/VIH
SNP A')e('o Al$'° Modelo (n=6211 5 :\::;6651) p OR 95%IC (n‘:;7) ::;;551) p OR 95%IC

rs7131230 C T Genotipico 18/82/111  6/24/35 0.93 9/32/46 9/35/51 1
Alélico 118/304 36/94 1 50/124 53/137 0.91

Dominante  100/111 30/35 0.89 41/46 44/51 1

Recesivo 18/193 6/59 0.81 9/78 9/86 1
rs2298455 G T Genotipico 2/57/153 1/19/45 0.73 1/21/65 2/20/73 0.84
Alélico 61/363 21/109 0.67 23/151 24/166 0.87
Dominante 59/153 20/45 0.64 22/65 22/73 0.86

Recesivo 2/210 1/64 0.55 1/86 2/93 1
rs3793941 A G Genotipico 39/110/63 11/36/18 0.91 14/46/27 24/46/25 0.31
Alélico 188/236 58/72 1 74/100 94/96 0.21
Dominante 149/63 47/18 0.87 60/27 70/25 0.51
Recesivo 39/173 11/54 0.85 14/73 24/71 0.14

Haplotl Haplot2

IL18BP A X Genotipico 35/110/68 10/37/18 0.74 14/45/28 23/47/25 0.35
Alélico 180/246 57/73 0.74 73/101 93/97 0.18
Dominante 145/68 47/18 0.51 59/28 70/25 0.38
Recesivo 35/178 10/55 0.84 14/73 23/72 0.17
B X Genotipico 17/82/114  5/25/35 0.99 7/31/49 9/33/53 0.94
Alélico 116/310 35/95 0.94 45/129 51/139 0.83
Dominante 99/114 30/35 0.96 38/49 42/53 0.94
Recesivo 17/196 5/60 0.93 7/80 9/86 0.73
C X Genotipico 6/56/151 1/15/49 0.71 5/22/60 0/22/73 0.05
Alélico 68/358 17/113 0.42 32/142 22/168 0.06
Dominante 62/151 16/49 0.48 27/60 22/73 0.23
Recesivo 6/207 1/64 0.56 5/82 0/95 0.05
D X Genotipico 2/47/164 1/17/47 0.71 1/17/69 2/17/76 0.85
Alélico 51/375 19/111 0.42 19/155 21/169 0.96
Dominante 49/164 18/47 0.43 18/69 19/76 0.90
Recesivo 2/211 1/64 0.68 1/86 2/93 0.61
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Tabla 36: Distribucién de los tag SNPs y haplotipos de la region Chr11:71367189..71411859 del locus IL18BP segun el grado de fibrosis.

VHC VHC/VIH
SNP A')e('o Al$'° Modelo ('::;:) (:3;222) p OR 95%IC (f::;) (f::::) P OR 95%IC

rs7131230 C T Genotipico 6/35/40 16/82/102 0.96 7/22/40 7/23/27 0.50
Alélico 47/115 114/286 0.92 36/102 37/77 0.32
Dominante 41/40 98/102 0.89 29/40 30/27 0.28
Recesivo 6/75 16/184 1 7/62 7/50 0.77
rs2298455 G T Genotipico 0/22/59 2/58/142 0.94 2/10/57 0/11/46 0.46

Alélico 22/140 62/342 0.69 14/124 11/103 1
Dominante 22/59 60/142 0.77 12/57 11/46 0.81
Recesivo 0/81 2/200 1 2/67 0/57 0.50
rs3793941 A G Genotipico 10/49/22 37/100/65 0.23 17/33/19 12/27/18 0.84
Alélico 69/93 174/230 0.92 67/71 51/63 0.61
Dominante 59/22 137/65 0.47 50/19 39/18 0.69
Recesivo 10/71 37/165 0.28 17/52 12/45 0.67

Haplotl Haplot2

IL18BP A R Genotipico 10/47/24  33/98/71 0.34 17/32/20 11/28/18 0.77
Alélico 67/95 164/240 0.86 66/72 50/64 0.52
Dominante 57/24 131/71 0.37 49/20 39/18 0.75
Recesivo 10/71 33/169 0.39 17/52 11/46 0.47
B R Genotipico 5/36/40 16/81/105 0.74 6/23/40 7/26/29 0.43
Alélico 46/116 113/291 0.91 35/103 40/84 0.21
Dominante 41/40 97/105 0.69 29/40 33/29 0.20
Recesivo 5/76 16/186 0.61 6/63 7/55 0.62
C R Genotipico 3/21/57 6/50/146 0.92 1/20/48 2/14/41 0.66
Alélico 27/135 62/342 0.69 22/116 18/96 0.97
Dominante 24/57 56/146 0.74 21/48 16/41 0.77
Recesivo 3/78 6/196 0.75 1/68 2/55 0.45
D R Genotipico 0/19/62 2/51/149 0.62 2/10/57 0/8/49 0.43
Alélico 19/143 55/349 0.54 14/124 8/106 0.38
Dominante 19/62 53/149 0.62 12/57 8/49 0.61
Recesivo 0/81 2/200 0.36 2/67 0/57 0.16
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Los estudios caso-control son considerados como uno de los principales avances
de la epidemiologia moderna (Rothman et al, 1998) y en ellos se asume que las
diferencias observadas entre los grupos de casos y controles pueden estar relacionadas
con el parametro estudiado. Los estudios que investigan la asociacion de genes con
susceptibilidad a enfermedades deben ser repetidos en diferentes poblaciones y series
para confirmar los resultados obtenidos, descartar errores estadisticos, sesgos debido a
los criterios de seleccion de los pacientes o a la propia heterogeneidad genéticas que
existen entre poblaciones y que en muchas ocasiones se utilizan cohortes con un nimero
limitado de pacientes (McCarthy et al, 2008). Nuestros resultados confirman en
poblacion espafiola algunas de las asociaciones genéticas encontradas en otras
poblaciones en relacion con la evolucién de la infeccion por el VHC, y aportamos
nuevas asociaciones no descritas.

En el 2009, tres GWAS detectaron una asociacion entre el locus IL28B vy la
respuesta al tratamiento con IFN-a y ribavirina en pacientes infectados por VHC (Ge et
al. 2009, Suppiah et al. 2009 and Tanaka et al. 2009). En estos estudios, se constaté que
en poblaciones de origen caucasico, asiatico y africano, los individuos con genotipo
rs12979860CC o rs8099917TT (segun la poblacién estudiada), respondian mejor al
tratamiento. En nuestro estudio en poblacién espafiola se confirmd que el genotipo
rs12979860CC estaba asociado con una mejor respuesta al tratamiento, tanto en la
cohorte de pacientes monoinfectados (60,2% vs. 39,8%) como en la cohorte de
coinfectados (66,2% vs. 33,8%). Pero a diferencia de los estudios anteriores, en nuestra
cohorte de monoinfectados, habia pacientes tratados con monoterapia (IFN-o) y
pacientes tratados con terapia combinada (IFN-a y RBV). Nuestros datos demostraron
que los pacientes con genotipo rs12979860CC respondian mejor al tratamiento
independientemente de que el tratamiento recibido por los pacientes VHC hubiese sido
monoterapia (60,3% vs. 39,7%) o terapia combinada (60% vs. 40%). Estos hallazgos
son replicados a través del polimorfismo rs8099917TT en poblacidn japonesa infectada
con genotipo 1b, respondiendo mejor al tratamiento tanto los pacientes que recibieron
monoterapia como los de terapia combinada (92.2% vs. 73.9% y 88,1% vs. 68.6%
respectivamente) (Ochi et al, 2011). Aunque la terapia combinada es el tratamiento
recomendado, estos analisis y resultados son importantes porque en determinados
pacientes no siempre puede administrarse el interferén con ribavirina.
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En estos primeros trabajos se incluyeron exclusivamente pacientes infectados
por virus G1, pero en nuestro trabajo se incluyeron también pacientes infectados por
virus No-G1. En un estudio inicial en la cohorte de monoinfectados, donde el 23% de
los pacientes estaban infectados por No-G1, observamos que habia una asociacion entre
genotipo viral y genotipo del locus IL28B. Los pacientes con genotipo rs12979860CC
eran mayoritariamente infectados por No-G1 en comparacién con G1 (66,7% vs 39,1%).
Estudiamos este hallazgo en la otra cohorte de pacientes coinfectadas con VIH donde el
porcentaje de individuos con infeccidbn No-G1 era mayor (52%). La asociacion se
confirmé al encontrarse que el genotipo CC de IL28B estaba también
sobrerrepresentado en los pacientes infectados con No-G1 en comparacion con G1
(56,8% vs. 41,4%). Estos resultados de distribucion del genotipo IL28B entre los
individuos estratificados por sus genotipos virales fueron posteriormente confirmados
por otros grupos en otras cohortes de pacientes. Poco después de nuestro trabajo, en un
estudio de 649 pacientes caucasicos se constatd también que el genotipo CC era mas
frecuente en pacientes infectados por G3 (55%) que en los infectados por G1 (33.5%)
(McCarthy et al, 2010). En otro estudio posterior en poblacidn espafiola con pacientes
VHC coinfectados con VIH (n=68) también se encontrd esta asociacion entre el
genotipo CC y el genotipo viral VHC, el 56% de los pacientes infectados por G3 eran
CC, frente al 41% con G1 (Pineda et al, 2010). Con respecto al genotipo rs8099917TT,
el grupo de Huang analizd en una cohorte de pacientes del sur de Taiwan (n=1005
pacientes) la distribucion del polimorfismo rs8099917T/G, identificando que el
genotipo favorable a la resolucion del virus, rs8099917TT, era mas frecuente en los
pacientes infectados por No-G1 que en los G1 (91,4% vs 85,0%) (Huang et al, 2011).
Muy recientemente, el grupo de Alavian ha realizado un meta-analisis con 50 trabajos,
18662 pacientes y 1313 controles sanos, y confirman esta relacion inesperada entre
genotipo viral y genotipo IL28B, ya que encuentran asociacion entre los genotipos
virales favorables (G2 y G3) y los genotipos favorables de 1L28B (rs12979860CC y
rs8099917TT) (Aalaei-Andabili et al, 2014).

Ya que el genotipo rs12979860CC estaba asociado con genotipo viral y la
respuesta al tratamiento, y por otra parte, existen diferencias de respuesta al tratamiento
segun el genotipo viral, siendo mayores las tasas de respuesta a la terapia en el grupo
infectado por No-G1 en comparacién con G1 (en nuestras cohortes 76% y el 36%,
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respectivamente), estudiamos la respuesta al tratamiento estratificando a los pacientes
por su genotipo viral y por su genotipo IL28B. En la cohorte de monoinfectados, los
individuos infectados por G1 y CC tenian una tasa de respuesta del 53,9% frente al
29,6% de los individuos CT+TT, mientras que los individuos infectados por No-G1 y
eran CC tenian una tasa de respuesta del 87,2% frente al 84,2% de los individuos
CT+TT. Esto se confirmé en la cohorte de coinfectados, aunque en este segundo
estudio, donde el porcentaje de G4 era del 15% en comparacién con el 4% del primer
estudio, se agruparon los pacientes infectados con virus G1 y G4 por ser los virus con
peor RS. Los individuos infectados por G1-G4 y con genotipo CC tenian una tasa de
respuesta del 70,4% frente al 23,3% de los individuos CT+TT y los individuos
infectados por G2-G3 y eran CC tenian una tasa de respuesta del 72,2% frente al 65%
de los individuos CT+TT. Segun estos resultados, la respuesta al tratamiento no se
asocio al genotipo I1L28B en los pacientes infectados por G2 y G3 y si en los pacientes
infectados por G1 y probablemente G4. Varios trabajos confirmaron posteriormente que
la influencia del genotipo del hospedador con respecto a la respuesta al tratamiento
podria ser mas fuerte entre las personas infectadas por el G1 que entre las personas
infectadas por No-G1, bien a través del genotipo rs12979860CC (McCarthy et al, 2010;
Thompson et al, 2010) o de rs8099917TT (Rauch et al, 2010; Ochi et al, 2011).

Debido a la asociacion de este polimorfismo y la RS, en nuestro trabajo nos
propusimos también abordar su relacion con el AVE. Nuestros resultados demostraron
que el genotipo rs12979860CC era mucho mas frecuente en los individuos con AVE
que en los individuos VHC cronicos (72,5% vs 45,6%). Mientras elaborabamos el
manuscrito, el grupo de Mary Carrington (Thomas et al, 2009) public6 unos meses
antes estas mismas conclusiones. Estudiaron las distribuciones genéticas del
rs12979860 en cohortes de pacientes de distinto origen étnico, y concluyeron que el
genotipo CC favorecia fuertemente la resolucion de la infeccion del VHC entre
individuos americanos tanto de origen europeo como africano. Por lo tanto, nuestros
resultados en una cohorte espafiola apoyan la misma conclusion que este estudio.
Posteriormente, otros trabajos han corroborado en otras poblaciones esta asociacion,
bien a través del genotipo rs12979860CC (Tillmann et al, 2010; Knapp et al 2011)
como del genotipo rs8099917TT (Grebely et al, 2010; Rauch et al, 2010). Ademas, esta
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asociacion parece ser independiente del sexo, factor asociado de manera consistente con
esta propiedad.

Con respecto al grado de fibrosis, nuestro estudio no encontré asociacion con
este polimorfismo, ni en la cohorte de monoinfectados ni en la de coinfectados,
distribuyéndose de forma similar las frecuencias genotipicas (CC vs CT+TT) entre los
pacientes FO-F2 y F3-F4. Al igual que nosotros, otros grupos tampoco han encontrado
asociacion entre este locus y esta variable (Marabita et al, 2011); sin embargo, otros
trabajos encuentran una asociacién entre el genotipo rs12979860TT con un mayor grado
de fibrosis (Falleti et al, 2011). Recientemente, el grupo de Sato et al, 2014, ha
realizado un meta-andlisis con 28 trabajos, y si concluyen que el polimorfismo de este
locus parece modificar la historia natural del curso de la enfermedad, ya que encuentran
que el genotipo rs12979860CC esta significativamente asociado con un mayor grado de
fibrosis. Como vemos, mientras que en el resto de variables estudiadas (repuesta al
tratamiento, aclaramiento viral espontaneo y genotipo viral) hay consenso en su
asociacion con el locus IL28B, siendo replicado en diferentes poblaciones, no esta claro
si la variacion genética del locus 1L28B afecta a la severidad y ritmo de la progresion de
la enfermedad hepética, donde el papel del sexo masculino, la edad (Poynard et al,
1997) y el G3 (Bochud et al, 2009; De Nicola et al, 2009) si estdn més establecidos.

Se han dado varias hipétesis, aungue sin un mecanismo inmunolégico bien
contrastado, para explicar la asociacion del locus IL28B con la evolucién de la infeccién
del VHC. Asi, se ha especulado que el alelo rs12979860C estaria relacionado con
mayores tasas de mortalidad de los hepatocitos infectados (Scott et al, 2011) o a
menores tasas de replicacién viral (Hsu et al, 2011), lo que conllevaria a una respuesta
viroldgica mas intensa y conducirian a que los individuos con genotipo CC presentaran
mayores tasas de eliminacion del virus tanto espontanea como por el tratamiento. Con
respecto a que la mayoria de los pacientes infectados por No-G1 eran CC, se especulaba
con una posible seleccién positiva de los individuos CC por el virus No-G1, o a la
inversa, una seleccion negativa de estos pacientes por los virus con G1. La
identificacion reciente del IFN-A4 ha dado algo de luz a la relacion entre estos IFNs y la
infeccion por el VHC, explicando el posible mecanismo inmunologico. En 2013 se
identifico un polimorfismo di-nucle6tido, ss469415590 (TT/AG), localizado a 367 pb
del polimorfismo rs12979860 y a 4 Kb del polimorfismo rs8099917, que crea (AG) o no
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(TT) un nuevo marco abierto de lectura dando lugar a un nuevo gen de la familia de
IFN-A, al que se denomindé IFN-A4 (Prokunina-Olsson et al, 2013). El alelo
ss469415590AG, creando IFN-A4, esta en desequilibrio de ligamiento con el alelo
desfavorable rs12979860T en poblaciones asiaticas (r°=1) y europeas (r*=0,91), aunque
en poblacion africana el desequilibrio de ligamiento es s6lo moderado (r?=0,71). Por
otra parte, el desequilibrio de ligamiento entre ss469415590AG y rs8099917G, es alto
en poblaciones asiéticas (r*=0,91), moderado en europeas (r°=0,44) y muy bajo en
africanas (r?=0,008). Cuando el grupo de Prokunina-Olsson y colaboradores estudiaron
la relacion entre el polimorfismo ss469415590 e infeccién por VHC, concluyeron que el
genotipo ss469415590TT/TT tiene una asociaciéon mas fuerte con el AVE y RS en
poblacién africana, mientras que es similar en europeos y asiaticos (Prokunina-Olsson
et al, 2013).

IFN-A4 e IFN-A3 tienen gran homologia en la region que interactla con la
cadena IFNAR1 del receptor IFN-A3, pero difiere de la region de IFN-A3 que interactia
con la segunda cadena del receptor, IL1OR2. Se desconoce si IFN-A4 activa la ruta JAK-
STAT interactuando Unicamente a través de la cadena IFNAR1, o ésta se une con otra
cadena formando un receptor especifico de IFNA4. Estudios in vitro han demostrado
que las células que expresan IFNA4 inducen una expresion constitutivamente alta de los
ISGs, y no responden (no aumenta los ISGs) a la activacion con IFN tipo | y Il
(Prokunina-Olsson et al, 2013). Aunque el mecanismo exacto de esta “no induccion” no
se conoce, podria explicarse por un bloqueo de la cadena comun (IFNAR1) de los IFNA,
o por un proceso de feed-back negativo que regule negativamente la sefializacion JAK-
STAT. En estudios previos ya se habia observado que pacientes con el alelo
rs12979860T, presentaban en hepatocitos una continua activacion de los ISGs en
presencia de ARN del VHC, pero el hepatocito no sélo no era capaz de eliminar al
virus, sino tampoco de inducir una expresion mayor de estos genes cuando el IFN era
administrado en la terapia. En el caso del alelo favorable, rs12979860C, ocurria lo
contrario, estaba disminuida la expresion de los ISGs, activandose fuertemente después
de administracion de IFN-a, lo que resultaba en una eliminacion mas eficaz del virus
(Hayes et al, 2012; Urban et al, 2012).

Teniendo en cuenta esta hipotesis, se podria especular que los individuos con

genotipo CT o TT, tendrian una expresién constitutiva de los ISGs, que seria suficiente
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para eliminar de forma espontanea a los virus No-G1 pero no G1; mientras que en los
individuos con genotipo CC tendrian una expresion inducida de los ISGs durante la
infeccion viral, lo que conllevaria en determinados individuos la eliminacién espontanea
del virus, independientemente del genotipo viral. Esta teoria explicaria que la infeccion
por virus No-G1 sea mas frecuente en individuos con genotipo CC (66,7% vs. 33,3%) y
que este genotipo esté asociado con AVE (72,5% vs. 27,5%). Segun esta teoria, aquellas
poblaciones con menor frecuencia del alelo rs12979860C tendrian una mayor tasa de
infeccion por virus G1, y en este sentido, se ha descrito que en las poblaciones africanas
se dan las menores frecuencias del alelo rs12979860C y las mayores frecuencias de
infeccion por virus G1 (Ge et al, Yu et al, 2009). Con respecto al tratamiento, cuando se
administra el tratamiento con IFN, los individuos con genotipo CT o TT no
responderian al tratamiento pero seguirian eliminando espontaneamente los virus No-
G1. Por el contrario, los individuos con genotipo CC, si responderian al tratamiento,
eliminando los virus tanto G1 como No-G1. Esto explicaria la asociacion del genotipo
CC en individuos infectados por virus G1 con RS (53,9% vs. 29,6%), mientras que en
individuos con genotipo CT o TT la eliminacion espontanea de virus No-G1 seria
similar a la eliminacion inducida por el tratamiento en individuos con genotipo CC
(87,2% vs. 84,2).

Esta teoria también explicaria que el porcentaje de RS, en pacientes infectados por
virus G1 y tratados con agentes antivirales de accién directa (AAD), utilizados en la
triple terapia, no esté relacionada con los genotipos rs12979860 (Chuang et al, 2013).
Los AADs inhiben directamente las proteinas virales por un mecanismo independiente
de la accion de los IFNs. A pesar de que con la triple terapia se consiguen mayores
porcentajes de RS con independencia del genotipo viral y genotipos rs12979860, la
triple terapia, ademas del coste economico que genera, también ocasiona mas efectos
secundarios, como exantema cutdneo, anemia o dispepsia, lo que requiere un
seguimiento mas exhaustivo de los pacientes y mas frecuente. Actualmente, el genotipo
IL28B es de gran utilidad clinica para el manejo de los pacientes “naive” sin afectacion
hepatica importante (FO-F2). La triple terapia solamente se utiliza como primera linea
de tratamiento en los pacientes infectados con virus G1 y genotipos desfavorables (CT o
TT), pacientes en los que se espera gue el porcentaje de RS a la combinacion de PeglFN
y RBV, sea baja. Por el contrario en los pacientes infectados con virus G1 y genotipo
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CC, o pacientes infectados por virus No-G1 con independencia del genotipo
rs12979860, se sigue utilizando como tratamiento de primera linea la combinacion de
PeglFN y RBV.

Poco después de describirse la asociacion entre el locus 1L28B y la infeccion por
VHC, se identificd el locus HAVCR1 asociado con AVE en poblaciones de origen
europeo (rs953569) y africano (rs6880589) (Mosbruger et al, 2010). La investigacion
del rs953569 en nuestra cohorte de pacientes aclaradores espontaneos no confirmé esta
asociacion, de la misma manera que tampoco encontramos relacién entre este
polimorfismo, la RS o el grado de fibrosis en nuestras dos cohortes de pacientes. Sin
embargo, en la cohorte de monoinfectados se observé una relacion entre los genotipos
rs953569 y el genotipo viral, ya que el genotipo rs953569TT era mas frecuente entre los
pacientes infectados por virus No-G1 que entre los que estaban infectados por G1
(38,47% vs. 19,34%); pero esta asociacion no se confirmé en la cohorte de pacientes
infectados por VIH. No se estudié el polimorfismo rs6880589 porque el alelo
minoritario tiene una frecuencia inferior al 5% en poblacion europea
(http://hapmap.ncbi.nim.nih.gov/).

Debido a que nuestro grupo habia estudiado la asociacion de este gen con
enfermedades autoinmunes, como artritis reumatoides y lupus eritematoso sistémico
(Garcia-Lozano et al, 2010), decidimos profundizar en el estudio genético de este gen,
estudiando los SNPs y las variantes de insercion/delecion en el exén 4 que definian los
4 haplotipos (A-D) identificados en este gen. No se encontr0 asociacion entre los
haplotipos y el AVE, ni tampoco con la RS y el grado de fibrosis en las dos cohortes de
pacientes. Sin embargo, encontramos diferencias estadisticamente significativas cuando
analizamos la distribucion del genotipo viral en funcion del haplotipo del gen, tanto en
la cohorte de moninfectados como en la cohorte de coinfeccidon con VIH. Los pacientes
con haplotipo C tenian la mayor tasa de infeccion por virus G1 (75,82%), por el
contrario los individuos con haplotipo D tenian la menor tasa de infeccion por virus G1
(57,72%), mientras que los individuos con haplotipo A o B tenian valores intermedios
(66%). Nuestros resultados sugieren que las diferentes tasas de infeccion entre genotipo
viral y haplotipos HAVCR1 se deberian a diferencias localizadas en el exén 4 y no a
diferencias de expresion del ARNm, ya que los haplotipos A y B, que tienen la misma
combinacion ins/del en el exon 4, pero presentan niveles diferentes de ARNm, poseen la
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misma tasa de infeccion por G1. Y al igual que ocurria para el locus IL28B, en
poblacion africana se dan las mayores frecuencias del haplotipo C del gen HAVCR1 y la
mayor tasa de infeccion por G1, y en poblacion asiatica el escenario es el opuesto:
menores tasas de infeccion por G1 y frecuencia mas baja del haplotipo C (Nakajima et
al, 2005; Yu et al, 2009).

A diferencia de IL28B, el gen HAVCRL1 no esta asociado con AVE o respuesta al
tratamiento, por lo que no es probable que su asociacion con el genotipo viral sea por un
mecanismo inmunoldgico, es decir, por su funcién en la respuesta inmunitaria. Se han
descubierto los ARN de interferencia (ARNi), pequefios ARN que bloquean la
expresion de los genes, y de entre sus muchas funciones reguladoras, estaria la de
mediar en la respuesta del hospedador a la infeccion viral. En las células infectadas por
virus se han identificado ARNi cuyas secuencias coinciden con genoma del hospedador
y del virus (Parameswaran et al. 2010). Esto plantea la hip6tesis de que pequefios ARNi
del hospedador, con perfecta homologia con el genoma viral, participen en los
mecanismos de control de la infeccidn, al unirse al ARN viral y bloquear su traduccion.
Varios trabajos han demostrado que el ARNi sintético se podria utilizar para controlar la
infeccion por virus de ARN como el VHC y el VIH a través de una inhibicién
especifica de secuencia (Aliyari et al, 2009); no obstante, el alto porcentaje de mutacién
del VHC y que las variantes escaparian rapidamente de la inhibicién por el ARNi,
complican esta posibilidad terapéutica (Wilson et al, 2005). Analizando la secuencia del
ARNmM del gen HAVCRL, se observa que la secuencia del exén 4 tiene homologia con
secuencias del genoma del VHC (figura 17), y se podria postular que al degradarse el
ARN del gen HAVCRL1 en las células infectadas, estos fragmentos homélogos actuarian
de ARNi y bloquearian la expresion de los genes virales. La secuencia del exon 4 del
haplotipo C contiene dos secuencias en tandem con homologia a regiones del genotipo
viral, tanto G1 como No-G1, siendo mayor el grado de complementariedad con estos
ultimos, lo que podria favorecer la resistencia de estos individuos a ser infectados por
virus No-G1. Esto explicaria que el ratio G1/No-G1 esté aumentado con respecto a la
poblacion total. Por su parte, el haplotipo D tiene dos regiones con homologia para los
virus G1 y una para los virus No-G1, lo que favoreceria la resistencia a las infecciones
por los virus G1 y explicaria que el ratio G1/No-G1 esté disminuido con respecto a la
poblacién total. Los haplotipos A y B tienen solo una region complementaria para virus
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G1 y No-G1, por lo que presentarian igual resistencia a ser infectados por ambos
genotipos y explicaria que el ratio sea similar a la poblacion total. Hay que mencionar,

que no hemos realizado ningun estudio funcional en este sentido.

Figura 17. Alineacion entre el ARNm del exdn 4 del gen HAVCR1 y secuencias complementarias de la
cadena negativa del ARN del VHC (las discordancias se muestran en rojo). Se muestran las variantes de
insercion en el exon 4 del gen HAVCR1: 5383 5397ins (marcada en negrita) y 387_5389insAAC
(marcada en negrita mayuscula).

Identidad (nt)
Haplotipo A-B aacgacaacgacuguuccaacgacaacuguuccaacaacaauga

Genotipo 1b uugcugacaagguugc 16/16
Genotipo 2 uugcugacaagguuacugu 18/19
Genotipo 3 guugcugacaagguuaccgu 18/20
Haplotipo C aacgacaacgacuguuccaaugacAACgacuguuccaacgacaa
Genotipo 1b uugcugacaagguu 14/14
uugcugacaagguugc 16/16
Genotipo 2 uugcugacaagguuacugu 19/19
uugcugacaagguuacugu 18/19
Genotipo 3 guugcugacaagguuacecgu 19/20
guugcugacaagguuaccgu 18/20
Haplotipo D aacgacaacgacuguuccaaugacgacuguuccaacgacaacuguu
Genotipo 1 uugcugacaagguu 14/14
ugcugacaagguugc 15/15
Genotipo 2 uugcugacaagguuacug 18/18
ugcugacaagguuacugu 17/18
Genotipo 3 guugcugacaagguuac 17/17
ugcugacaagguuaccgu 16/18

Recientemente en otro estudio realizado por el mismo grupo que describio la
asociacion del gen HAVCR1 con AVE en poblaciones europeas y africanas, no pudieron
confirmar en otra cohorte de pacientes europeos la asociacion del gen con AVE, aunque
si se confirmo en otra cohorte de origen africano (Wojcik et al, 2014). Estos resultados,
junto con los nuestros, avalarian la hipotesis que el gen HAVCR1 estaria asociado con
AVE en poblacién africana pero no en europea. Como hemos comentado en la
introduccion, HAVCR1 favorece la diferenciacion de linfocitos T a Th2 y esta implicado

en la respuesta inmunoldgica en la fase aguda de la infeccion por VHC. La hipotesis de

97



Discusion

este grupo es que las regiones reguladores de la expresion del gen es mas polimérfica en
poblacion africana que europea, y que ciertos polimorfismos en estas regiones estarian
relacionados con la expresion del gen.

Con respecto al estudio del gen TANK y para cubrir toda la region, seleccionamos
8 tSNPs, uno de ellos, el rs1267059 estaba en desequilibrio de ligamiento (r?=1) con el
rs1267077, descrito por Mosbruger et al como asociado con AVE en poblacion europea.
Nuestro estudio no confirmd esta asociacion, ni con este SNP ni con el resto de SNPs
estudiados. Sin embardo, si encontramos diferencias significativas entre la distribucién
de las frecuencias alélicas y genotipicas de algunos de estos polimorfismos con las otras
variables. Lo mas significativo, fue encontrar asociacion con el grado de fibrosis en las
dos cohortes de pacientes estudiadas, monoinfectados y coinfectados. El rs7568494 y el
haplotipo D (marcado por este SNP) se encontraron asociados con fibrosis en la cohorte
de pacientes monoinfectados, y el rs1267077 y el haplotipo C (marcado por este SNP)
en la cohorte de pacientes VHC/VIH. Asi, la frecuencia de los genotipos del rs7568494
GG+GT (modelo dominante) estaba aumentada en los pacientes con grado F3-F4 con
relacién a los FO-F2 en los pacientes monoinfectado (38% vs. 26%), mientras que la
frecuencia de los genotipos rs1267077 GG+GT (modelo dominante) estaba elevada en
los pacientes F3-F4 con respecto a los FO-F2 en los pacientes coninfectados (40% vs.
23%). En el resto de variables estudiadas, respuesta al tratamiento y genotipo viral,
encontramos asociacion bien en la cohorte de pacientes monoinfectados o en la de
coninfectados, pero no en las dos a la vez. De esta manera, encontramos asociacion
entre el gen y la RS en el grupo de pacientes coinfectados pero no en el grupo de
monoinfectados, y por el contrario, encontramos asociacion con genotipo viral en los
pacientes monoinfectados y no en los coinfectados. EI hecho de que la asociacion
detectada en un grupo no se detecte en el otro, nos lleva a no poder confirmar dicha
asociacion en poblacion espafiola. No obstante, estas diferencias pueden deberse a que
no son cohortes idénticas, donde es bien conocido que la infeccion por el VIH modifica
el curso de la del VHC.

En resumen, nuestros datos parecen indicar que este gen puede estar implicado en
la evolucidn de la infeccidn por el VHC, pero no hay ningln otro trabajo publicado
analizando esta relacion. Como se ha comentado, TANK es una proteina que interviene
en la activacion del complejo TBK1/IKKe y este, a su vez, activa los factores de
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transcripcion IRF3 y NFkB que inducen la expresion de los genes de IFN tipo I y IIL
Con respecto a la fibrosis, citoquinas de la respuesta Thl, como los interferones,
acelerarian la disolucion de la matriz (fibrolisis), mientras que citoquinas de la respuesta
Th2 (TGF-B1, IL4, IL10) promoverian la fibrogénesis. Por tanto, ciertos polimorfismo
podrian modular la unién de esta proteina adaptadora con el complejo TBK1/IKKe y
regular la produccion de IFN (Guo, 2007), y de esta manera influir en la evolucion de la
infeccion por VHC.

Para la investigacion del gen TNFSF18 con la infeccion del VHC, seleccionamos
4 tSNPs con los que se cubrian todos los polimorfismos de esta region en poblacion
CEU. Entre estos tSNPs estaba el rs7546619, en desequilibrio de ligamiento con el
rs2236876, asociado con AVE en poblacién americana de origen europeo, y el
rs723858, asociado con AVE en poblacién americana de origen africano (Mosbruger et
al, 2010). El estudio en nuestras cohortes de pacientes no confirmo la asociacion de este
gen con AVE en poblacién europea. Tampoco encontramos ninguna asociacion ni con
el tratamiento ni con el genotipo viral en las dos cohortes de pacientes incluidas. Sin
embargo, si se encontr6 una asociacion con el grado de fibrosis en la cohorte de
pacientes coninfectados, sin embargo, esta asociacion no se encontr6é en los pacientes
monoinfectados.

Como se ha comentado en la introduccion, TNFSF18 es una proteina que se
expresa fundamentalmente en células presentadoras de antigeno e interacciona con su
receptor en linfocitos T efectores y linfocitos Treg. Los niveles de expresion de
TNFSF18 en las células presentadoras de antigenos estarian relacionados con el curso
evolutivo de las infecciones virales. Altos niveles de expresion activaria a los linfocitos
T efectores y controlarian la infeccion viral, mientras que niveles bajos, activarian los
linfocitos Treg, favoreciendo infecciones virales persistentes por una respuesta inmune
mermada (Nocentini et al, 2005). Asi, el hecho de que esta proteina esté implicada tanto
en la activacion de linfocitos T efectores como de linfocitos Treg a través de sus niveles
de expresion, polimorfismos de su secuencia podrian estar relacionados con una mayor
0 menor expresion de la proteina o con la formacion de trimeros de TNFSF18 que
resulta en un incremento de la afinidad con su receptor 100 veces superior, y por lo
tanto estar implicados en la regulacion de la respuesta inmunoldgica. Esta teoria podria
explicar la asociacion encontrada con el AVE (Mosbruger et al, 2010), sin embargo,
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nuestro trabajo no replica esta asociacion en poblacion espafiola. Hasta la fecha no hay
ningun otro trabajo publicado que haya replicado en otras poblaciones la asociacion
encontrada por Mosbruger et al.

Esta regulacion de la activacion de los linfocitos Treg podria explicar la
asociacion encontrada entre este gen y el grado de fibrosis en los pacientes coinfectados
con VHC/VIH. Los linfocitos Treg se encuentran aumentados en biopsias de higados de
pacientes con infeccion cronica y con grado mas severo de fibrosis, 1o que sugiere que
la activacion de estas células estaria implicada en la gravedad de la patologia hepética
(Delhem et al, 2008). El hecho de que no se confirme esta asociacion con la cohorte de
monoinfectados, puede ser debido a que la presencia de infeccion por VIH es un factor
que acelera la progresion y la gravedad de la patologia del higado, y en ese escenario
mas hostil, es donde se puede evidenciar mas el papel de los linfocitos Treg activados
por la interaccion de TNFSF18 con su receptor.

Por ultimo, para la investigacion del locus IL18BP con la infeccion del VHC,
seleccionamos el rs2298455, asociado con AVE en poblacion americana de origen
europeo (Mosbruger et al. 2010), y otros 2 tSNPs (rs3793941 y rs7131230) con los que
cubriamos todos los polimorfismos de esta region en poblacion CEU. En nuestro
estudio no se confirmd la asociacion del rs2298455 con el AVE, sin embargo, el
rs7131230 si se encontraba asociado a través de un modelo dominante. Los genotipos
CC+CT eran mas frecuentes entre los individuos con AVE que entre los individuos
VHC crénicos (61,1% vs. 47,8%). La explicacion del porqué en poblacion espafiola esté
asociado otro SNP distinto al encontrado en poblacion americana, seria explicable por el
hecho de que las frecuencias de los distintos SNPs es diferente de unas poblaciones a
otras y porque los blogue de ligamientos de los SNPs es variable también entre
poblaciones. No obstante, al igual que hicimos con el estudio del locus 1L28B, debido a
que el sexo femenino ha sido asociado con el AVE (Bakr et al, 2006; Rao et al, 2012),
analizamos la frecuencia del genotipo CC+CT de las mujeres AVE y de los hombres
AVE, y obtuvimos que en las mujeres estaba también mas representado el genotipo
CC+CT que en los hombres (71% vs. 50%). Aunque esta diferencia no es
estadisticamente significativa (p=0,06), pero nos alerta de un posible sesgo de la
asociacion del rs7131230 con el aclaramiento, por lo que no podemos asegurar que la
asociacion de este polimorfismo con el AVE sea independiente del sexo. Al darnos

100



Discusion

asociado este polimorfismo, también nos lo dio el haplotipo B, ya que dicho SNP
marcaba este haplotipo, pero como era de esperar también se detectaron diferencias en
la distribucion del haplotipo B entre las mujeres y los hombres. Hasta la fecha no hay
ningun otro trabajo publicado que pueda confirmar o descartar la asociacion de IL28BP
con AVE. Con el resto de variables analizadas: respuesta al tratamiento, genotipo viral y
fibrosis, no se encontr6 asociacion en ninguna de las dos cohortes de pacientes
estudiadas.

El estudio del locus IL18BP era atractivo ya que IL18BP es una proteina secretada
que puede unirse y neutralizar a IL18, que es una interleucina estimuladora de IFNy.
Este interferon es critico en la defensa del hombre frente a una amplia variedad de
patogenos intracelulares, incluido el VHC; asi, inhibe eficientemente in vitro la
replicacion del VHC (Frese et al, 2002) y parece estar asociada con el aclaramiento
viral en chimpancés (Woollard et al, 2003). Apoyando esto se encuentra que el SNP -
764G/C de la region promotora del gen IL18 es funcionalmente importante para
favorecer el aclaramiento tanto espontaneo como mediado por tratamiento del VHC en
el hombre (Huang et al, 2007; An et al, 2008). Por los tanto es posible que
polimorfismos en IL18BP puedan favorecer o inhibir su union con 1L18, controlando la
actividad de la interleucina y con ello una mayor 0 menor produccion de IFNy. Sin
embargo, en este trabajo no hemos podido demostrar que IL18BP tenga alguna

influencia en el curso de la infecciéon por VHC.
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1. Se ha replicado en nuestra poblacion la relacion del gen 1L28B con
en el aclaramiento viral espontaneo y la respuesta al tratamiento
con interferén y ribavirina.

2. El gen TANK esta relacionado con el grado de afectacion hepatica.

3. Se han identificado factores genéticos del hospedador, IL28B y

HAVCR1, relacionados con el tipo de genotipo viral infectante.
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