UNIVERSIDAD AUTONOMA DE MADRID
FACULTAD DE MEDICINA

Departamento de Medicina

INFLUENCIA DE LOS POLIMORFISMOS GENETICOS DE LAS CITOCINAS EN LA
GRAVEDAD DE LA RECIDIVA DEL VIRUS DE LA HEPATITIS C, EN LA
INCIDENCIA DE RECHAZO AGUDO DEL INJERTO Y EN LA RESPUESTA AL
TRATAMIENTO ANTIVIRAL EN PACIENTES ADULTOS CON TRASPLANTE
HEPATICO POR CIRROSIS POR EL VIRUS DE LA HEPATITIS C.

TESIS DOCTORAL

ISOLINA BANOS PEREZ
MADRID, 2008



ISOLINA BANOS PEREZ

TITULO: INFLUENCIA DE LOS POLIMORFISMOS GENETICOS DE LAS CITOCINAS EN LA
GRAVEDAD DE LA RECIDIVA DEL VIRUS DE LA HEPATITIS C, EN LA
INCIDENCIA DE RECHAZO AGUDO DEL INJERTO Y EN LA RESPUESTA AL
TRATAMIENTO ANTIVIRAL EN PACIENTES ADULTOS CON TRASPLANTE
HEPATICO POR CIRROSIS POR EL VIRUS DE LA HEPATITIS C.

DIRECTORES: Prof. D. VALENTIN CUERVAS-MONS MARTINEZ, CATEDRATICO DEL
DEPARTAMENTO DE MEDICINA DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA
DE MADRID, JEFE DEL SERVICIO DE MEDICINA INTERNA'Y JEFE DE LA
UNIDAD DE TRASPLANTE HEPATICO DEL HOSPITAL UNIVERSITARIO
PUERTA DE HIERRO DE MADRID.

Dra. Diia MARIA JESUS CITORES SANCHEZ, DOCTORA EN CIENCIAS
BIOLOGICAS. DOCTORA CONTRATADA EN EL LABORATORIO DE
MEDICINA INTERNA DEL HOSPITAL UNIVERSITARIO PUERTA DE
HIERRO DE MADRID.

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE MADRID
FACULTAD DE MEDICINA
2008



VALENTIN CUERVAS-MONS MARTINEZ, Doctor en Medicina, Catedratico del
Departamento de Medicina de la Universidad Auténoma de Madrid, Jefe del Servicio de
Medicina Interna y Jefe de la Unidad de Trasplante Hepatico del Hospital Universitario
Puerta de Hierro de Madrid y MARIA JESUS CITORES SANCHEZ, Doctora en Ciencias
Bioldgicas, Contratada en el Laboratorio de Medicina Interna del Hospital Universitario

Puerta de Hierro de Madrid,

en calidad de Directores del Trabajo de Tesis Doctoral titulado “INFLUENCIA DE LOS
POLIMORFISMOS GENETICOS DE LAS CITOCINAS EN LA GRAVEDAD DE LA RECIDIVA DEL
VIRUS DE LA HEPATITIS C, EN LA INCIDENCIA DE RECHAZO AGUDO DEL INJERTO Y EN LA
RESPUESTA AL TRATAMIENTO ANTIVIRAL EN PACIENTES ADULTOS CON TRASPLANTE
HEPATICO POR CIRROSIS POR EL VIRUS DE LA HEPATITIS C”, presentado por ISOLINA
BANOS PEREZ, para optar al Grado de Doctor

CERTIFICAN
gue es un trabajo original de investigacion sobre un tema de interés clinico que cumple
con los requisitos legales, de metodologia y rigor cientifico y aportaciones originales, para

constituir un trabajo de Tesis Doctoral.

Lo que certificamos en Madrid, a cinco de Mayo de 2008.

Prof. Valentin Cuervas-Mons Martinez Dra. Maria Jesus Citores Sanchez



A Martin,

a Sam.



Esta Tesis Doctoral ha sido realizada en el Laboratorio de Medicina Interna y en la Unidad
de Trasplante Hepatico del Hospital Universitario Puerta de Hierro de Madrid, y ha sido
parcialmente subvencionada por la Fundacion Mutua Madrilefia y por una Beca

Predoctoral de la Catedra de Trasplantes UAM-ROCHE.



Agradecimientos



Agradecimientos

Dicen que escribir los agradecimientos de una tesis doctoral es lo mas facil, pero a mi me
ha resultado bastante mas complicado de lo esperado, ya que las pocas o muchas
palabras que escriba en estas lineas probablemente no serdn capaces de reflejar el
profundo agradecimiento que siento y la impronta humana que han dejado en mi muchas
de las personas que han estado a mi lado durante estos meses. Es verdad que ya habia
escrito hace algun tiempo parte de lo que queria transmitir, pero no pensé que la
intensidad de lo que he sentido con la gente que me ha acompaiiado, fuera a
incrementarse de forma exponencial con el paso de los dias, de las horas, de los
minutos.......... asi que ahora ya me he quedado sin palabras suficientes. De todos modos

ahi va; tome aliento el lector...........

APARTADO 1: LA FAMILIA

En primer lugar vaya el agradecimiento a mis padres. Ellos me han inculcado de forma
magistral el sentido del trabajo bien hecho y de la dedicacidon en su profesidn, con su
actitud y con su ejemplo. El mundo es mejor ahora desde que ellos ejercieron en sus
respectivos campos con su profunda conviccién de servicio a los demas. Igualmente, por
su preocupacién continua y desinteresada por mi bienestar desde el dia cero de mi

existencia hasta hoy. Gracias de corazon.

A Maria, por su amor, por su sensibilidad, por sus ensefianzas, por su lucha y por su cdlido

corazdén en los momentos mas aridos de mi vida. Te quiero.

A Sam, por todo el amor que me ha dado y todo lo que me da cada segundo de nuestro

caminar, y a Martin, porque ya no concibo la vida sin su luz.

Gracias a todos ellos hoy estoy aqui, en este punto del camino.

APARTADO 2: LOS AMIGOS

A Chusa, por todas las tardes (y mafianas) compartidas, por tantas risas, por tanta
dedicacién desinteresada y por tanta estopa, el punto justo de lo que necesito para un

Optimo rendimiento.



Agradecimientos

A Reichi, por ser como es, por darlo todo sin estridencias en cada acto que se propone, en
cada acto que realiza. Por su cercania, por su consideracién, por su templanza en los

peores momentos, por su sinceridad y por su tierno corazon.

A Silvi la pizpireta, por su optimismo, por sus animos continuos, por su carifio
incondicional, por su enorme bondad vy, sobre todo, porque todas estas virtudes las ha

puesto a mi disposicion en todo momento y de manera sincera.
A las tres, porque vuestra mayor virtud es SER. Os quiero.

A Marta, a Bego; porque a pesar de la distancia conseguis que el hueco que ocupais en mi
corazén no apague nunca su llama, que desde hace ya muchos anos, me alumbra vy

alimenta en mi caminar.

APARTADO 3: LOS MAESTROS

A la Dra. M2 Jesus Citores, que con su solidez de conocimientos, su claridad a la hora de
plasmarlos, su exhaustividad y capacidad de trabajo inagotable, ha hecho posible que
esta iniciativa viera la luz. Una gran parte de esto es culpa de la investigadora que llevas

dentro, y esto no sélo se hace, sobre todo se nace. Eres el alma de este trabajo.

Al Dr. Prof. Valentin Cuervas-Mons porque su integridad y optimismo se transmite en
cada acto que realiza, contagiando a todo el que tiene a su alrededor, porque por la
confianza que ha depositado en mi, ha sido capaz de poner en marcha una maquinaria
gue parecia oxidada. En esta ocasion, no me importa ser esclava de mis palabras. Gracias

Valentin.

A la Dra. Raquel Castejon, que es el alma y la voz de gran parte de lo que ocurre en el
laboratorio de Medicina Interna y hace facil lo dificil. Por ella me embarqué en esta

aventura.

Al Dr. Juan Antonio Vargas y al ya fallecido Dr. Durantez, porque de alguna manera fueron

los responsables de sembrar en mi la semilla de la investigacion.

Al Dr. Miguel Yebra Bango, el maestro, el trabajador incansable, el poeta, el amigo.

Porque gran parte de lo que soy como profesional es mérito suyo, porque me ensefnaste



Agradecimientos

un camino de profesionalidad y humanidad en su justa medida y, sobre todo, porque

fuiste el primero en confiar en mi. Sin gente como tu este mundo seria gris. Eres el genio.

APARTADO 4: LOS COLABORADORES
Aunque este es el Ultimo apartado, no por ello es el menos importante.

A Ana Noblejas y Pedro Duran, con el Dr./a delante o sin él, porque sin su voluntariedad y
obstinado trabajo esto no hubiera sido posible, porque hacen mas sencillo y mas
dinamico el dia a dia y porque cada momento aprendo algo de y con vosotros. Por tantos

momentos compartidos en viajes y en hoteles ....... mientras yo duermo ...... Gracias.
A Carlos Vilchez, por colaborar en la obtencidon de las muestras de ADN.
A Susana Mellor y a Pablo Tutor, por su ejemplo y por el aliento “del que ya estuvo ahi”.

A Concha y a Gloria que me iniciaron con enorme paciencia en el mundo de la pipeta, con

su profesionalidad y con su compafiia diaria acompanada de cafés y de tertulias. Gracias.

A todos vosotros porque, en diferentes momentos de este trabajo, cada uno estaba

presente. También es vuestro.



Abreviaturas



Abreviaturas

3’UTR: regioén 3’ no traducida (de 3’
untranslated region)

A: Adenina

ADN: Acido desoxirribonucleico
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I. EPIDEMIOLOGIA DE LA INFECCION POR EL VIRUS DE LA HEPATITIS C (VHC)

La infeccion por el virus de la hepatitis C (VHC) es endémica en el mundo, con una
prevalencia global estimada del 3% (variando desde un 0.1% a un 5% dependiendo del
pais analizado) y 170 millones de individuos afectados (1). Existen 150 millones de
portadores cronicos del VHC, de los cuales se estima que hay 3 millones en USA (2), 5
millones en Europa Occidental y 10 millones en Europa del Este. La prevalencia de la
infeccion en Espafia se sitla entre la de los paises del centro de Europa y la de Italia,
oscilando entre el 1.6 y 2.6% de la poblacién (3), lo que nos permite calcular que en

Espana existen entre 480.000 y 760.000 personas infectadas por el VHC.

La incidencia de infeccion sintomatica debido al VHC ha sido estimada en 1-3
casos/100.000 habitantes/afio (2.3 en Espafia en el afio 2003) (3), aunque la incidencia

seria mucho mayor si tuviéramos en cuenta los casos que cursan de manera asintomatica.

1. MECANISMOS DE TRANSMISION DEL VHC Y GRUPOS DE RIESGO

La transmision por via parenteral del VHC es bien conocida, aunque este mecanismo
solo explica entre el 30 y el 70% de todos los casos, segun las regiones geograficas, y
existe un porcentaje no despreciable de pacientes con serologia positiva para el VHC
(aproximadamente un 30%), en los que no llega a identificarse con certeza el mecanismo

responsable de la transmision.

La transfusion de sangre y productos hemoderivados constituyd la via de
transmisiéon mas frecuente de la enfermedad en los paises desarrollados antes del afo
1986 (incidencia del 5-13%), y estaba directamente relacionada con el nimero y cantidad
de productos sanguineos recibidos (4). La descripcion de pruebas diagnodsticas para la
determinacion de anticuerpos frente al VHC y su generalizacidon en el cribado de los

donantes de sangre hacia el afio 1990 hizo que disminuyera la incidencia (menos del 1%).

En Europa, se estima que la incidencia de infeccion por VHC en pacientes sometidos

a hemodidlisis es del 11.6%, y parece estar directamente relacionada con la duracién de la
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dialisis y el numero de transfusiones recibidas. En Espaia, la incidencia derivada de esta

via de transmision es ligeramente superior que en el resto de paises europeos (19.5%) (5).

Los usuarios de drogas por via parenteral constituyen actualmente el grupo de
riesgo con mayor prevalencia de infeccion por VHC (entre el 31% y 98% segun la
localizacion geogréafica) debido al uso compartido de jeringas contaminadas,
constituyendo un reservorio potencial en la comunidad. Sin embargo esta via de
transmision ha disminuido de forma muy importante en los ultimos afios con la aplicacion
de precauciones universales en este grupo de riesgo, aunque en la actualidad contintda

siendo el principal modo de transmisién, suponiendo el 38% de los casos nuevos (6).

La via de transmision sexual es poco frecuente en parejas heterosexuales que no
realizan practicas de riesgo, ya que el VHC no se encuentra presente en el semen ni en el
fluido vaginal. Se estima que la seroprevalencia del VHC en las parejas de un miembro
infectado es del 2-3% (7), siendo el riesgo de infeccidn mayor para la mujer que para el
varén (2). Sin embargo, la seroprevalencia se eleva al 4-6% entre las personas con
multiples parejas sexuales o que desarrollan practicas sexuales de riesgo, como relaciones

via anal o practicas sexuales traumaticas (2).

La transmision perinatal del VHC de nifios nacidos de madre seropositiva para el
VHC, ocurre en un 2% de los casos, incrementdndose la incidencia al 4-7% si la madre

tuviera detectable el ARN del virus durante el embarazo y en el momento del parto (2).

Otros grupos de riesgo lo constituyen los consumidores de drogas por via intranasal,
dada la frecuencia con que se comparte el material de inhalacién (8), la acupuntura, el
tatuaje y las perforaciones a diferentes niveles, si el equipo utilizado estuviera
contaminado (8), y el personal sanitario, cuyo riesgo de transmisién tras un pinchazo

accidental esta en torno al 2% (2;4,8).
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Finalmente, la via de transmision intrafamiliar no esta clara, y se especula que el uso
compartido de cepillos dentales, cuchillas, maquinillas de afeitar y utensilios de limpieza
personal, ejercieran como vias de transmisién. No existe evidencia de que estornudar,

besar o compartir utensilios de comida, se asocie con la transmision del VHC (2).



Introduccion

2. ENFERMEDAD HEPATICA POR EL VHC

En los paises industrializados el VHC es responsable del 20% de las hepatitis agudas,
del 70% de los casos de hepatitis crénica, del 40% de los casos de estadios finales de

cirrosis y del 60% de los casos de carcinoma hepatocelular (6).

Las secuelas de la infeccidn crénica por VHC (cirrosis, carcinoma hepatocelular) son
responsables de 8.000-10.000 muertes cada ano en Estados Unidos (6) y constituyen la
principal indicacién de trasplante hepatico en este pais y en Europa, suponiendo

aproximadamente el 35% de todos los trasplantes hepaticos realizados en Espaia (9).

A pesar de la reduccion en la incidencia de la infeccion por VHC, el “Center for
Disease Control” estima que el nimero de pacientes con infeccién crdénica que
desarrollaran estadios terminales de cirrosis y la mortalidad actual como consecuencia de
la infeccidn por el VHC, se multiplicara por dos o por tres en las préximas dos décadas (7).
Se ha estimado que el niumero total de personas infectadas cronicamente por el VHC,
alcanzara su pico maximo en el afio 2015 (10). Existen modelos que predicen que entre
los afios 2010 y 2019 en Estados Unidos, el VHC sera el causante de 165.900 muertes por
cirrosis, 27.200 muertes por hepatocarcinoma, y un gasto econdmico de 10.7 billones de

dolares (11).

El tratamiento farmacolégico mas eficaz en los pacientes infectados por el VHC, en
la actualidad, es la combinacién de interferédn pegilado y ribavirina durante periodos
prolongados de tiempo (12;13). Dado que soélo un 50% de los pacientes infectados por el
VHC responderan a esta combinacidn, el trasplante hepatico se presenta como la Unica
alternativa eficaz para aquellos pacientes no respondedores que desarrollan estadios
terminales de cirrosis y hepatocarcinoma. Sin embargo, una vez trasplantados este
problema se perpetta debido a la recidiva universal de la infeccién por el VHC sobre el
organo trasplantado (14;15). Las consecuencias de la recidiva del VHC son muy variables
entre los diferentes individuos, pero en general la evolucion de la enfermedad es mas
rapida y mas agresiva que en los pacientes no trasplantados, encontrando que el 50% de
los pacientes habran desarrollado cirrosis a los 10 afios del trasplante, con la consecuente

necesidad de retrasplante como Unica alternativa terapéutica.
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Il. ESTRUCTURA Y CARACTERISTICAS MOLECULARES DEL VHC

El VHC es un virus hepatotropo que pertenece al género hepacivirus dentro de la
familia flavoviridae, que incluye los flavovirus y los pestivirus. Este virus presenta una gran
variabilidad genética existiendo al menos 9 genotipos, divididos a su vez en mas de 100
subtipos (16). Los genotipos se denominan mediante un nimero (del 1 al 9) y los subtipos
mediante una letra mindscula, por orden de descubrimiento (p.ej., 1a, 1b, 2a, 3a, etc.)
(17). Ademads, la alta capacidad de mutacién del virus da lugar a la aparicién de
cuasiespecies, que son variantes genéticas de un mismo genotipo o subtipo dentro de un

mismo individuo.

Cada viridn esta compuesto por una Unica cadena de acido ribonucleico (ARN) que
muestra pequefas variaciones entre los distintos genotipos. Esta cadena de ARN consta
de aproximadamente 9.4 KB y codifica para una poliproteina de unos 3000 aminoacidos
(Figura 1) que es procesada en 10 proteinas estructurales y no estructurales o reguladoras
(18). Desde el extremo carboxi-terminal codifica para la proteina no estructural del core y
dos glicoproteinas de la cubierta (E1 y E2), y para las proteinas no estructurales que
incluyen proteasas (NS 2/3 y NS3), helicasa (NS3) y ARN polimerasa (NS 5B), que realizan

funciones esenciales en el ciclo vital viral.

(A)

— Proteina de la envuelta (E1)

Glicoproteina de la envuelta (E2)
(B)
HVR1 HVR2

Core E1 E2 P7 NS2 NS3 NS4a NS4b NSSa NS5b

(i-to11o2.365 £ 308 746 | oos-102]  f027-16s7 | |i7ii-1972] terazaz0 | cazisoiz |

Figura 1. Esquema representativo de la estructura del VHC (A) y de la region
codificante del ARN del virus (B)
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Flanqueando al ARN gendmico existen dos regiones no codificantes de secuencias
muy conservadas. La regidn situada en el extremo 5" comprende 341 nucledtidos, siendo
la regidn mas conservada del genoma del virus y cuyas variaciones caracterizan los
distintos genotipos (19). La regién no codificante situada en el extremo 3’ se divide a su
vez en tres regiones diferentes. Una de ellas, de 98 nucleétidos altamente conservados
denominada region 3°X, parece desempefiar un papel importante en la replicacién e

infectividad virica.
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lIl. RESPUESTA INMUNOLOGICA FRENTE AL VHC. INMUNOPATOGENESIS DE LA
ENFERMEDAD

1. MECANISMOS DE RESPUESTA INMUNOLOGICA

La respuesta inmune innata es el primer mecanismo de defensa inmunoldgica frente
a antigenos extrafios. Se caracteriza por ser muy rapida, no especifica y no conservar
memoria inmunoldgica. Cuando los mecanismos de esta respuesta innata no son capaces
de erradicar el antigeno extrano, se pone en marcha la respuesta adaptativa, que tarda
varios dias en ser operativa, debido al tiempo requerido para la activacion, proliferacion y

diferenciacion de los linfocitos Ty B en las correspondientes células efectoras.

Los linfocitos T virgenes circulantes entran en los drganos linfoides secundarios y
reconocen la combinacion especifica de péptido antigénico-molécula del complejo mayor
de histocompatibilidad (MHC) en la superficie de una célula presentadora de antigenos
(CPA), que desencadena la respuesta inmune adaptativa. La dosis, naturaleza y tiempo de
exposicién del antigeno, asi como las citocinas producidas durante la respuesta innata,
influirdn de manera determinante en la diferenciacion funcional de las subpoblaciones de
los linfocitos T colaboradores (T helper; Th) CD4+ a células Thl, Th2 o Th17 (20;21) (figura
2).
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Figura 2. Papel de las citocinas en la diferenciacion de los linfocitos T CD4
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Los linfocitos T CD4+ se diferencian a células Thl cuando son estimuladas por
antigenos extracelulares (presentados por las moléculas del MHC-de clase I) en presencia
de interleucina (IL)-12 (producida por macréfagos y células dendriticas) e interferon (IFN)-
gamma (producido por células asesinas naturales (natural killer; NK) y células
presentadoras de antigenos (CPA). Estas células se caracterizan por secretar IL-12 vy
grandes cantidades de IFN-gamma, que activa a las células NK y linfocitos citotdxicos
CD8+, dando lugar a la respuesta inmune mediada por células. En cambio, las células T
CD4+ que se activan por antigenos extracelulares presentados por las moléculas del MHC
de clase Il en un entorno rico en IL-4 (secretada por mastocitos) se diferencian a células
Th2, caracterizadas por secretar IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13. Estos linfocitos actian como
colaboradores de los linfocitos B en su ruta de activacion, proliferacion y diferenciacién a

células plasmaticas secretoras de anticuerpos (inmunidad humoral).

Recientemente se ha descrito una tercera subpoblacién de células T colaboradoras,
denominada Th17, caracterizada por la produccién de IL-17 y que también produce otras
citocinas como la IL-6 y el factor de necrosis tumoral (Tumor Necrosis Factor; TNF)-alfa,
cuyo efecto esta encaminado a la activacion de los neutroéfilos y el consecuente desarrollo
de una respuesta inflamatoria con capacidad para la eliminacion de bacterias
extracelulares y hongos. El desarrollo de una respuesta inmune de clase Th1l7 depende
del factor de crecimiento tumoral (Transforming Growth Factor; TGF)-beta (citocina con
efecto pleiotrépico producida por multiples linajes de leucocitos y células estromales) en
presencia de la citocina proinflamatoria IL-6 (producida principalmente por monocitos y

macrofagos).

Esta ruta de activacion en la que participa TGF-beta también esta relacionada, en
ausencia de la IL-6, con el desarrollo y funcién de las células T reguladoras (Tregs) (20). La
respuesta de las células T efectoras estd estrechamente controlada por las células Tregs,
que se encargaran de mantener una homeostasia adecuada de la respuesta inmune, ya
que la actividad inapropiada o pobremente controlada de las células T efectoras, puede
causar patologia en el propio huésped, como enfermedades autoinmunes, procesos

alérgicos y procesos inflamatorios crénicos.
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2. CLAVES EN LA RESPUESTA INMUNE DE LA HEPATITIS VIRAL

El VHC es esencialmente un virus hepatotropo, aunque es capaz de infectar otro
tipo de tejidos como los érganos linfoides, pancreas, glandulas suprarrenales y médula
O0sea (22;23). La lesion producida por el VHC sobre los hepatocitos no es un dafio
directamente citopatico sino inmunomediado (24), jugando en este sentido un
importante papel tanto la inmunidad innata como la inmunidad adquirida. Cuando los
mecanismos responsables del aclaramiento viral fallan y no son capaces de eliminar el
virus, la persistencia del estimulo antigénico induce una respuesta inflamatoria

mantenida, que es la que va a determinar el dafio hepatico.

En la figura 3 se muestra una representacidon esquematica de la respuesta inmune

que tiene lugar durante la infeccién por el VHC.

HIGADO

“" ﬁa Hepatocitos

Thl

Th2

Figura 3. Esquema representativo de la respuesta inmune frente al VHC. Cuando el VHC infecta el higado
se activan tanto la respuesta inmunoldgica innata como la adaptativa. Por un lado, las células asesinas
naturales (NK) producen IFN-gamma. Por otro lado, las células presentadoras de antigeno (CPA) que
reconocen el virus, lo procesan y migran a los ganglios linfaticos donde presentan los péptidos
antigénicos a los linfocitos T induciendo la diferenciacion de los linfocitos Thl y Th2 asi como la activacion
de los linfocitos CD8+ citotdxicos.
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Durante las fases iniciales de la infeccion primaria por el VHC, los niveles del ARN del
virus se incrementan rapidamente en los primeros dias y se mantienen elevados a lo largo
de todo el periodo de incubacién (25), que puede durar 10-12 semanas. Sin embargo,
aunqgue los mecanismos de respuesta inmune innata ya se han puesto en marcha, la carga
viral no disminuye, sugiriendo que el VHC impide de alguna manera la ejecucién de las
magquinarias antivirales. En este sentido se han involucrado varias proteinas derivadas del
VHC en la supresidn de las sefiales necesarias para inducir la produccién de proteinas
antivirales como el IRF-3 (interferon regulatory factor-3), inhibido por la proteasa NS3/4A
del virus (26); NFkB (nuclear factor kappa B), cuya activacion es inhibida por las proteinas
del core (27), y PKRs (protein kinasas RNA-dependent) inhibidas por las proteinas NS5 y
E2 del virus (28). También se ha descrito que la proteina de la cubierta E2 inhibe la

expresion de CD81 en las células NK (29).

La repuesta inmune adaptativa, a través de los linfocitos T CD4+ y T CD8+,
desempefia un papel determinante en el resultado final de la infeccidn por el VHC. Se
considera que para la resolucion de la infeccidon es necesaria una respuesta tipo Thl
precoz, vigorosa, mantenida en el tiempo y multiepitopo especifica (25;30-33). Asi, en los
pacientes que desarrollan hepatitis créonica por VHC, la respuesta de los linfocitos T CD4+
y T CD8+ se encuentra funcionalmente debilitada y presentan una actividad no sostenida
en el tiempo (31). Se han propuesto varios mecanismos para explicar el fallo funcional de

las células T que se observa en los pacientes con hepatitis crénica por VHC:

. Mutaciones genéticas del VHC en aquellos epitopos que son reconocidos por las

células T CD8+ (31;32;34-40)
- Fracaso primario de las células T o agotamiento de las mismas
- Debilitamiento en la presentacidon de antigenos
- Debilitamiento en la maduracion de las células T (37;41)
- Supresion de las células T por proteinas virales (41)
«  Supresion de las células T por las células Tregs (37)

- Presencia de un ambiente hepatico tolerogénico (32)
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Por otra parte, parece que tras ejercer su funcion efectora, las células T especificas
frente al VHC experimentan apoptosis (42). La muerte de células inflamatorias en el
higado, la lisis de algunos hepatocitos infectados y la secrecion de citocinas inflamatorias
(43) de forma mantenida en el tiempo, podrian activar las células hepaticas estrelladas,
que son la fuente principal de la matriz extracelular en la fibrosis hepatica (44). Por tanto,
ademas del fallo funcional de los linfocitos T para erradicar el virus, estas células también
pueden producir dafio hepatico por ellas mismas, siendo éste un factor crucial en el

desarrollo de la fibrosis hepatica y cirrosis.
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IV. RECIDIVA DE LA INFECCION DEL VHC EN PACIENTES TRASPLANTADOS

1. HISTORIA NATURAL DE LA RECIDIVA DEL VHC

La recidiva de la infeccion del VHC en pacientes con trasplante hepdtico por cirrosis
por VHC, es casi universal (>98%) si no han recibido tratamiento antiviral previamente

(14;15,45;46).

Las consecuencias de la infeccién por el VHC después del trasplante hepatico son
muy variables entre los diferentes individuos, y no son tan indolentes como sugerian los
estudios iniciales. Se ha demostrado que la progresién de la hepatitis C tiene un curso
acelerado y mas grave en los pacientes trasplantados que en aquellos
inmunocompetentes. Asi, un 20-30% de los pacientes trasplantados con recidiva de la
hepatitis C, desarrollan cirrosis en un periodo de tiempo de 4-5 afios, y hasta un 50% de

los pacientes tienen cirrosis del injerto transcurridos 10 afos del trasplante (47-49).

1.1 Origen de la infeccidn y cinética viral postrasplante

Aunque cabria esperar que una vez extraido el 6rgano infectado por el VHC se
produciria la resolucion completa de la infeccién, la realidad es que en el 98% de los
pacientes se detecta ARN del VHC en suero una vez trasplantados. Esto ocurre porque el
virus, a pesar de ser principalmente hepatotropo, se perpetla en otros reservorios
extrahepaticos, fundamentalmente en los ganglios linfoides, y desde esta localizacion
vuelven a infectar el érgano trasplantado (22;23;50). Ademas, los viriones que forman
parte del remanente sanguineo contintan replicando (51;52). Asi, en la fase anhepatica
se produce un descenso brusco de la carga viral (53), sin embargo a partir de las 12-24
horas posteriores a la reperfusidén, se produce una replicacion viral muy rapida con el
consiguiente aumento de viremia, que alcanza sus niveles maximos a los 4-5 dias del

trasplante (54-56).
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Para poder aclarar el virus, es necesaria una respuesta inmunoldgica tipo Th1l
rapida, vigorosa y mantenida en el tiempo, lo que sucede en el 20-50% de los pacientes
inmunocompetentes y en casi ninguno de los pacientes trasplantados, en gran parte por
la inmunosupresion a la que se encuentran sometidos, lo que condiciona una respuesta
inmunoldgica débil y tardia, y como consecuencia, la persistencia viral y cronificacion de

la enfermedad.

1.2 Recidiva de la infeccion por el VHC

La recidiva de la infeccion por el VHC es practicamente universal y el 50-90% de los
pacientes virémicos presentaran evidencia histoldgica de la hepatitis por VHC dentro del
primer afio post-trasplante, siendo muy variable el espectro de lesidn histoldgica entre los
distintos individuos (47;57-59). En la mayoria de los pacientes con seguimiento
histolégico superior a 6 meses, los hallazgos histolégicos observados son de hepatitis

cronica activa, con o sin cirrosis (60).

Existe un pequefio porcentaje de pacientes (2-8%) que desarrollan una forma
acelerada de hepatitis (61), denominada hepatitis colestasica fibrosante, caracterizada
por ictericia intensa y rapida progresion hacia el fallo hepatico. Se acompafia de lesiones
histolégicas muy especificas, que consisten en balonizacidon de los hepatocitos, escasa
inflamacién, grado variable de proliferacién colangiolar sin pérdida de ductos biliares y
fibrosis en puentes (62). Este tipo de lesidn hepatica no se produce por un efecto
inmunomediado, sino por un efecto citopatico del propio virus, y evoluciona hacia

cirrosis del injerto de forma mucho mas rapida que el resto de los individuos (63;64).

En el otro polo de la recidiva de la infeccién por el VHC se encuentra un pequefio
subgrupo de pacientes con viremia positiva, incluso con niveles altos de ARN del VHC, que
no tienen lesiones histoldgicas tras varios afios de seguimiento (47;57;65), lo que sugiere
la existencia de un estado de “portador sano”, al igual que sucede en los individuos

inmunocompetentes (66).
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En los pacientes trasplantados con recidiva de la infeccion por VHC, la probabilidad
acumulada de desarrollar cirrosis del injerto aumenta progresivamente hasta alcanzar el
20-30% a los 5 afos del trasplante, y existen varios estudios que sugieren que el tiempo
medio entre el trasplante y la instauracidén de cirrosis es de 9.5 anos (46;47;67-70), muy
poco tiempo si se compara con el de los pacientes inmunocompetentes, que precisan de
una media de 30 anos desde que son infectados hasta que desarrollan cirrosis (65;71;72).
Una vez instaurada la cirrosis sobre el higado trasplantado, el tiempo transcurrido hasta
la primera descompensacidn hepatica, disminuye drasticamente en estos individuos con
respecto a los no trasplantados y el porcentaje de descompensacion hepatica es del 40%
durante el primer afio, y mayor del 60% una vez transcurridos 3 afios (73). Paralelamente,
la supervivencia a los 3 anos de la primera descompensacion es del 10%, frente al 60% en

los pacientes inmunocompetentes.

1.3 Supervivencia de los pacientes trasplantados por VHC

Aunque la infeccién por el VHC no parece repercutir de forma negativa sobre la
supervivencia del paciente en los primeros meses postrasplante, existen cada vez mas
evidencias del descenso de la supervivencia de estos individuos a partir del primer ano del
trasplante como efecto directo de la infeccidn por el VHC. La supervivencia media de
estos pacientes es de 8.5 afios (63), un 56.6% menos que aquellos pacientes no infectados
con el VHC y trasplantados por otras causas, cuya supervivencia media es de 15 afos.
Ademas, la recidiva de la infeccion por VHC se ha convertido en la primera causa de
mortalidad a partir del primer afio del trasplante hepatico en los pacientes trasplantados
por cirrosis por VHC. Asi, la supervivencia de estos pacientes a los 5 afios del trasplante es
del 60-70% frente al 80% en los pacientes trasplantados por otras etiologias (46;72). Estos
porcentajes parecen disminuir progresivamente en los trasplantes sucesivos,
encontrando que la supervivencia media de los pacientes con un retrasplante por

infeccidn crénica por VHC, desciende hasta los 3 afios.

La terapia antiviral, en particular el tratamiento con IFN-alfa y ribavirina, se ha
mostrado eficaz Unicamente en el 15-20 % de los individuos con recidiva de la infeccion

por VHC (45;74-78), por lo que el resto de pacientes que no toleran el tratamiento, o que
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no responden al mismo, estan abocados a una evolucién mas rapida y agresiva de una
enfermedad cuyo Unico tratamiento en los estadios finales sera el retrasplante hepatico,

con las dudas éticas y elevada morbi-mortalidad que el mismo conlleva (79-81).

2. FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS CON LA RECIDIVA DEL VHC

Los factores que predisponen a una evolucidon desfavorable de la hepatitis por VHC
después del trasplante no estan bien definidos, pero cada vez existen mas evidencias de
gue estan relacionados con: 1. las caracteristicas intrinsecas de la cepa virica infectante;
2. las caracteristicas propias del receptor; 3. las caracteristicas propias del donante; y 4.

las Influencias externas del entorno y/o iatrogénicas

2.1 Factores viricos

Los factores dependientes del virus parecen ser importantes en la patogénesis de la
lesion hepatica, bien a través del daino hepatico directo por el acimulo de viriones o bien
indirectamente a través de la respuesta inmune desencadenada, que es variable en

funcién de la cepa virica infectante.

- Genotipo viral

Existe controversia respecto al papel que desempefna el genotipo viral en la
evolucion de la hepatitis por VHC después del trasplante. A pesar de que algunos autores
han descrito la asociacidén entre la infeccion por el genotipo 1b y el desarrollo de hepatitis

mas agresiva (58;69;82) otros autores no han observado estos resultados (59;83).

« Viremia

A partir de las 72 horas del trasplante, los niveles de viremia aumentan unas 10-20
veces con respecto a los niveles existentes pre-trasplante (54). No se ha encontrado
asociacién entre la carga viral postrasplante y la gravedad de la recidiva del VHC,
sugiriendo que el mecanismo patogénico de lesion celular es inmunomediado y no

citopatico como se pensaba en un principio. Sin embargo, cada vez existen mas estudios
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gue describen una asociacion significativa entre los niveles elevados de ARN del VHC en el
pre-trasplante y en el post-trasplante inmediato, con una peor evolucion de la hepatitis

por el VHC sobre el injerto (59;84;85).

+ Cuasiespecies del VHC

Varios estudios realizados con individuos inmunocompetentes han analizado el
papel de la diversidad del VHC (86;87) en la gravedad de la hepatopatia, con resultados
no siempre homogéneos (88;89). La diversidad genética presente principalmente en la
region hipervariable 1 (HVR-1) del gen de la proteina de la envuelta E2, condiciona la
existencia de cuasiespecies virales (34), dando lugar a una poblacién compleja de
diferentes genomas cuyas secuencias difieren Unicamente en una pequefia cantidad de
nucledtidos y que se encuentran presentes en un mismo individuo (86). Se ha sugerido
gue existe una relacion entre el grado de inmunosupresién y la complejidad de las
cuasiespecies en los pacientes con trasplante hepdtico (90). Este hecho podria ser el
responsable de la recidiva del VHC debido a la emergencia de nuevas variantes que
facilitan la evasion del virus frente al sistema inmunolégico. La complejidad genética se
vuelve constante 36 meses después del trasplante en pacientes con fibrosis grado 3-4,
mientras que los pacientes con fibrosis 1-2 presentan un patron de complejidad mas
heterogéneo (91;92) sugiriendo que la disminucion de la complejidad de las cuasiespecies

podria estar asociada con la recidiva del VHC y con la progresién de la fibrosis.

2.2 Factores del huésped

Esta bien establecido que las caracteristicas propias del huésped, tales como la
edad en el momento del trasplante, el sexo femenino, la gravedad de la enfermedad
antes del trasplante y la raza diferente a la caucasica, son factores que influyen
negativamente sobre la supervivencia del injerto y del paciente (59;93). Sin embargo,
existen pocos estudios que correlacionen estos factores con la severidad de la recidiva del
VHC. También se ha demostrado que los pacientes portadores del antigeno de

histocompatibilidad de clase Il DR3, tienen una tasa de recidiva por el VHC mayor vy

16



Introduccion

desarrollan una enfermedad hepatica mas agresiva, con el consiguiente descenso en la

supervivencia del injerto (94).

2.3 Factores del donante

Esta bien establecido que la edad del donante es un factor asociado con la
gravedad de la recidiva viral en pacientes con trasplante hepdtico. Numerosos estudios
han descrito una forma de recidiva mas grave y mas precoz en aquellos pacientes que han
recibido el 6rgano de un donante mayor de 40 anos (95-97). En los ultimos anos, la edad
del donante se ha incrementado de forma importante ya que se han empezado a utilizar

injertos procedentes de donantes aflosos.

En cuanto al trasplante de donante vivo, no existen datos suficientes para poder
determinar si es o no un factor de riesgo asociado con la gravedad de la recidiva del VHC
en pacientes trasplantados (98-101), al igual que ocurre con la esteatosis del donante
(102), la concentracién hepatica de hierro (103), el grado de compatibilidad HLA entre
donante y receptor (104) y factores genéticos propios del mismo que median en la

respuesta inflamatoria frente al virus (105).

2.4 Influencias externas del entorno y/o iatrogénicas

El exceso de inmunosupresién en los pacientes trasplantados tiene un efecto
deletéreo sobre la evolucidon de la recidiva del VHC, ya que es el responsable de la
disminucion del aclaramiento viral. Parece que el grado de inmunosupresion global, y/o
los cambios bruscos en los niveles de inmunosupresién, son responsables de una
evolucidn mas agresiva de la recidiva. Sin embargo, no se ha podido relacionar el efecto
de ningun inhibidor de la calcineurina en concreto con la misma, ya que los resultados de
los estudios existentes al respecto son muy contradictorios (106-108). Aunque la

I "

ciclosporina ha mostrado tener un efecto antiviral “in vitro” (109;110) se precisan
estudios prospectivos con potencia suficiente para poder establecer esta asociacién “in

vivo”. Recientemente se ha publicado un meta-analisis que no encontré diferencias
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significativas entre el uso de pautas inmunosupresoras basadas en ciclosporina frente a
tacrolimus con la mortalidad, supervivencia del injerto, rechazo agudo o la presencia de
hepatitis colestasica fibrosante (111). Los datos existentes al respecto con el uso de
micofenolato de mofetilo (MMF) también son contradictorios. Aunque se ha observado
un incremento de la carga viral del VHC tras el tratamiento con MMF, y una peor
evolucion de la recidiva en algunos estudios retrospectivos (112;113), existen ensayos
clinicos aleatorizados que comparan el tratamiento con MMF y azatioprina, (114) y que

no confirman estos resultados.

Igualmente, los resultados sobre el impacto que ejercen los anticuerpos anti-
CD25, el sirolimus y la azatioprina sobre la gravedad de la recidiva son controvertidos
(115-117), y se precisa de estudios prospectivos para dilucidar el efecto de estos farmacos

en este tipo de pacientes.

El nimero y gravedad de los episodios de rechazo agudo (57;118) y el tratamiento
del mismo con pulsos de esteroides y/o OKT3 se han asociado con la gravedad de la
recidiva del VHC y el desarrollo de cirrosis. Varios estudios han demostrado que el uso de
pulsos de esteroides aumenta la carga viral del VHC e induce una recidiva mas precoz y
mas grave (59;119). Las dosis acumuladas de esteroides también parecen tener un efecto
deletéreo sobre la recidiva de la hepatitis. Sin embargo, aunque parezca paraddjico, la
retirada brusca y precoz de los mismos parece aumentar la tasa de fibrosis, sugiriendo la

existencia de un “rebote inmunoldgico” (112;115).

Finalmente, la infeccidn por citomegalovirus (CMV) ha demostrado asociarse con
una peor evolucién de la recidiva del VHC (97;120), probablemente por el efecto
modulador que ejerce el CMV. Asi mismo, el dafo de preservacién del injerto y el tiempo
de isquemia fria del injerto (121;122) también se han relacionado con una recidiva mas

grave.
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V. POLIMORFISMOS GENETICOS DE LAS CITOCINAS EN LA INFECCION POR VHC
1. POLIMORFISMOS E INFECCION CRONICA POR VHC

Los polimorfismos genéticos son variaciones en la secuencia de un gen que
aparecen con una frecuencia superior al 1% en la poblacién normal. Pueden encontrarse
en regiones tanto codificantes como no codificantes y dependiendo de su localizacion
dentro del gen pueden afectar a la tasa de transcripcion (polimorfismos en el promotor),
a la estabilidad del ARN mensajero (ARNm) (polimorfismos en la regién 3’ que no se
traduce), a la maduracion (situados en intrones) o pueden implicar cambios de
aminodacidos en las regiones codificantes que modifiquen la estructura y por tanto la
funcionalidad de la proteina. Los polimorfismos de sustitucion de un sélo nucledtido
(Single Nucleotide Polymorphism; SNP), son un tipo de variacién génica ampliamente

distribuidos por todo el genoma.

Aunque los factores relacionados con el aclaramiento espontaneo del virus o el
desarrollo de infeccion crdnica no han sido aun bien definidos, existe cada vez un mayor
numero de estudios que revelan el impacto de los polimorfismos genéticos de ciertos
genes de proteinas implicadas en la respuesta inmune sobre la susceptibilidad para
desarrollar una infeccidn crénica y sobre la gravedad de la enfermedad hepdtica en los

pacientes infectados por el VHC.

El TNF-alfa es una citocina proinflamatoria (123) que ha sido implicada en una gran
variedad de enfermedades hepaticas como mediador patogénico (124). En la region
promotora del gen que codifica para esta citocina se han identificado 2 polimorfismos de
sustitucidon en las posiciones -238 guanina (G)/adenina (A) y -308 G/A que afectan a la
produccién de dicha citocina. Algunos estudios sugieren la posibilidad de que dichos
polimorfismos pudieran tener influencia sobre la gravedad de la infeccidn crénica por el
VHC (125-127) y sobre la respuesta al tratamiento antiviral (128), sin embargo no todos

los autores han podido demostrar esta relacién (129-132).

19



Introduccion

La IL-10 es una importante citocina de tipo Th2, producida principalmente por
monocitos, macrofagos y células T. Su principal funcidn biolégica parece ser la limitacion y
finalizacidn de la respuesta inflamatoria y la regulacion de la diferenciacidn y proliferacion
de varias células del sistema inmune, como los linfocitos T, linfocitos B, células NK, APCs,
mastocitos y granulocitos (133). Como hemos comentado anteriormente, es necesaria
una respuesta de las células T CD4+ y T CD8+ vigorosa y mantenida, y una respuesta
inmunoldgica predominantemente Thl para poder controlar la infeccién por el VHC. Asi,
los pacientes que muestran una respuesta predominantemente Th2, favorecen la

persistencia del VHC (134;135).

Los pacientes infectados crédnicamente por el VHC y no tratados presentan niveles
séricos elevados de IL-10, y la produccion “in vitro” de esta citocina por las células
mononucleares de sangre periférica es mayor que la que se observa en aquellos
individuos con una infeccion autolimitada (136;137). Estas observaciones han dado lugar
al desarrollo de numerosos estudios genéticos sobre el papel de la IL-10 en este tipo de
enfermos, ya que esta bien establecida la funcionalidad de tres SNPs en el promotor del
gen de la IL-10 en las posiciones -1082 G/A, -819 citosina (C)/timina (T) y -592 C/A (138).
Estos polimorfismos estan en desequilibrio de ligamiento y los haplotipos ACC/ACC,
ACC/ATA y ATA/ATA, estan asociados a una baja produccion de IL-10, GCC/ACC y
GCC/ATA esta considerados como productores intermedios y GCC/GCC es altamente

productor (139).

Se especula que aquellos pacientes portadores de genotipos de la IL-10 que
condicionan una alta producciéon de esta citocina, serian propensos a inhibir la respuesta
Th1, traduciéndose finalmente en un fallo en el aclaramiento del virus (efecto proviral de
la IL-10). De hecho, varios autores han descrito que existe una asociacién de los genotipos
y haplotipos altos productores de esta citocina, con la cronificacion de la infeccion por

VHC (140-142), observacion que otros autores no han podido confirmar (127;143).

Basandose en la observacion de que los pacientes con elevados niveles séricos de IL-
10 presentaban una respuesta muy pobre al tratamiento con IFN-alfa (144-146), varios
autores han tratado de dilucidar el papel que pudieran jugar los polimorfismos genéticos

de esta citocina en la respuesta al tratamiento antiviral. Sin embargo, los resultados
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obtenidos a este respecto son muy contradictorios. Mientras que en algunos trabajos se
ha encontrado una asociacion entre la falta de respuesta al tratamiento antiviral y los
genotipos que condicionan una alta produccién de esta citocina (147-149), otros asocian
estos genotipos a una respuesta viral sostenida (RVS) (141) o no encuentran relacion con

la respuesta al tratamiento (150).

El IFN-gamma es una citocina multifuncional representativa de la respuesta inmune
Thl que desempefia un papel relevante en la defensa contra virus y patdgenos
intracelulares, induciendo una respuesta inflamatoria. El IFN-gamma inhibe la replicacion
del VHC in vitro (151) y parece relacionarse con el aclaramiento viral en chimpancés (152)

y en humanos (32).

La produccion del IFN gamma estd controlada genéticamente y el polimorfismo
genético A/T localizado en la posicion +874, influye directamente sobre los niveles de
producciéon del IFN-gamma, siendo los genotipos AA, TA y TT bajos, intermedios y altos

productores de IFN-gamma respectivamente (153).

Aunque estd bien establecida la asociacidon del IFN-gamma con el control de la
replicacion del VHC y con la ralentizacidon en la progresion de la enfermedad (136;154),
apenas existen datos en la literatura que relacionen los polimorfismos genéticos de esta
citocina con la gravedad de la enfermedad por VHC (155;156), y ademds muestran
resultados contradictorios. Por otra parte, aunque existen varios trabajos en la literatura
gue intentan relacionar este polimorfismo con la respuesta al tratamiento con IFN-alfa,

no se ha encontrado asociacién entre ambos (157).

La IL-6 es una citocina implicada en una gran variedad de funciones celulares en los
sistemas hematopoyético, neuronal y hepatico (158;159). En el higado, la IL-6 estimula a
los hepatocitos para producir proteinas de fase aguda como C3, proteina C reactiva y
macroglobulina, en respuesta a estimulos inflamatorios (160). Estudios recientes en
ratones ponen en evidencia que la IL-6 puede tener un papel importante en la

regeneracion hepatica y un efecto protector frente al dafio hepatico (161;162).

Existe un polimorfismo bien estudiado en la region promotora de la IL-6 en la

posicion -174. Los genotipos GG y GC, se correlacionan con un fenotipo alto productor,

21



Introduccion

mientras que el genotipo CC se asocia con una baja produccién de IL-6 (163). Sin embargo
existen muy pocos estudios, contradictorios y poco concluyentes, sobre la asociacion de
este polimorfismo y la evolucién de la infeccidon por el VHC (130;143), asi como de su

asociacidn con la respuesta al tratamiento antiviral con IFN-alfa (164).

La IL-12 es una citocina que gobierna la respuesta inmune tipo Th1, responsable del
aclaramiento viral. El polimorfismo genético de esta citocina en la posicion 1188 del
extremo 3’ que no se traduce (3'UTR) del gen que codifica para la proteina p40 de la IL-
12, se relaciona con un incremento (genotipo CC) o una disminucion (portador del alelo A)
en la secrecién de esta citocina (165), derivando finalmente en la polarizaciéon de la
respuesta inmune hacia Th1l o Th2. Por esta razon se justifica la asociacion de los distintos
genotipos de esta citocina con algunas enfermedades autoinmunes como la psoriasis o la
enfermedad de Crohn (166;167). Existen escasos trabajos que estudien la posible relacidn
de los polimorfismos de la IL-12 con la evolucién de la infeccion por VHC, pero algunos
autores relacionan el genotipo AA (bajos productores) con la cronificacién de la infeccion
por VHC (168;169), y a los portadores del alelo C como respondedores al tratamiento

antiviral (170).

El TGF-betal es una citocina pluripotencial que promueve la fibrogénesis hepatica,
estimulando la sintesis e inhibiendo la degradacion de las proteinas que forman la matriz
extracelular (171). Esta citocina induce la activacion de las células estrelladas hepaticas a
miofibroblastos en aquellas regiones tisulares con actividad necroinflamatoria, paso que
es considerado como crucial en la fibrogénesis hepatica (44). Ademas, el TGF-beta es un
potente inductor de la apoptosis hepatocitaria, hecho que también podria ser relevante
en la fibrogénesis (172). Al igual que otras muchas citocinas, la produccion de TGF-beta se
encuentra sujeta al control genético, y se han descrito varios polimorfismos que podrian
afectar a la secrecion de la misma. En concreto, existen dos polimorfismos en los codones
10 (CTG>CCG) en posicidon +869 y 25 (CGG>CCG) en posicion +915 que implican un cambio
de aminodcido. Estos polimorfismos se han asociado con diversas enfermedades como la
hipertensién arterial (173) y la fibrosis pulmonar en pacientes trasplantados (174). En el
higado se ha observado una correlacidon entre el grado de fibrosis y el polimorfismo
genético del coddn 25 en pacientes afectos de enfermedades inflamatorias crénicas

hepaticas (127). Sin embargo, existen pocos estudios y con resultados controvertidos, que
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analicen la influencia de estos polimorfismos con el grado de fibrosis en pacientes con

hepatitis crénica por el VHC (127;175).

La IL-1 es una de las citocinas mas estudiadas debido al papel que desempena en la
respuesta inflamatoria como mediador clave en la respuesta innata (176). La IL-1 cuenta
con dos isoformas, IL-1 alfa e IL-1 beta, que interaccionan con un receptor comun (IL-1R),
gue actua en concierto con la proteina accesoria del IL-1R (IL-1RAcP) para formar un
complejo que inicia la cascada de transduccidn de sefial en el interior celular. El
antagonista del receptor de la IL-1 (IL-1RA) es una proteina soluble que compite con el IL-

1R en su union con la IL-1alfa e IL-1beta, inhibiendo por tanto la respuesta inflamatoria.

Se han descrito varios polimorfismos genéticos de la IL-1alfa (-889), IL-1beta (-511,
+3962) y del IL-1Ra (11100) con consecuencias funcionales (177-179) y que se han
asociado con numerosas enfermedades de base inflamatoria como la enfermedad
inflamatoria intestinal y la artritis reumatoide (180;181). Existe un SNP en posicion +1970
del gen del IL-1R, cuyas consecuencias funcionales no se han descrito hasta el momento y
gue se ha asociado con el riesgo de padecer la enfermedad de Behcet en los pacientes
homocigotos TT (182). No se ha encontrado ningun estudio en la literatura que intente
relacionar los polimorfismos de estas citocinas con la infeccidn crénica por el VHC ni con

su tratamiento.

2. POLIMORFISMOS Y RECIDIVA DEL VHC

La potencial relacién entre los polimorfismos de algunas citocinas con el rechazo y la
fibrosis, han sido ampliamente estudiados en pacientes trasplantados de corazén, pulmon
y rindn (174;183-186). Sin embargo, existen muy pocos estudios que relacionen los
polimorfismos de las citocinas con la progresién de la recidiva de la enfermedad por VHC
en pacientes trasplantados de higado. En este sentido, sélo 4 estudios valoran la relacion
de los polimorfismos genéticos de algunas citocinas con la recidiva de la enfermedad
después del trasplante. Tambur y colaboradores (187) en el aio 2001, estudiaron el papel
gue desempeifian los polimorfismos genéticos del TNF- alfa, IFN-gamma, IL-6 e IL-10 en la

recidiva de la enfermedad por el VHC en los pacientes trasplantados de higado,
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encontrando una asociacién, aunque no significativa, entre el genotipo de la IL-10 bajo
productor con la recidiva de la enfermedad por el VHC durante el primer afio después del
trasplante. Aunque este mismo grupo (188) no pudo confirmar este resultado en un
estudio posterior con mas pacientes, si encontrd una asociacion significativa entre el
polimorfismo del IFN-gamma bajo productor (+874 AA), y la recidiva de la enfermedad en
los primeros 12 meses postrasplante. No se ha encontrado una asociacion
estadisticamente significativa entre los polimorfismos del TNF-alfa y de la IL-6 con la
recidiva de la enfermedad por el VHC (187;188), aunque se ha observado una tendencia
en los pacientes que no presentan recidiva de la enfermedad en los primeros 12 meses
postrasplante, a tener genotipos considerados como bajos productores de la IL-6 (-174

CC) y del TNF-alfa (-308 GG, -238 GG) (189).

Recientemente se ha descrito una asociacion significativa entre los genotipos bajos
productores de IL-10 (-1082 AA) y altos productores de IFN-gamma (+874 TT) con una
menor tasa de fibrosis en pacientes trasplantados por cirrosis por VHC, asi como entre el
haplotipo que condiciona una alta produccion de TGF-beta con una mayor tasa de fibrosis

(156).

3. POLIMORFISMOS Y RECHAZO AGUDO DEL INJERTO

Las variaciones alélicas de los genes de las citocinas se han asociado en un gran
numero de estudios con los episodios de rechazo en los trasplantes de rifidén, corazén y
pulmodn (174;183;190). Los individuos que genéticamente estan predispuestos a secretar
grandes cantidades de citocinas de tipo Th1 o inflamatorias (IL-2, IFN-gamma, TNF-alfa),
son mas propensos a desarrollar episodios de rechazo, mientras que los individuos con
elevada capacidad de secrecion de citocinas del tipo Th2 (IL-4, IL-10) suprimen la

inflamacién, siendo individuos que presentan cierta inmunotolerancia.

Tras el trasplante hepatico, los pacientes reciben farmacos inmunosupresores para
prevenir el rechazo, con los consecuentes efectos secundarios derivados de los mismos,
como son un mayor riesgo de infeccion, osteoporosis, tumores malignos, hipertension
arterial, diabetes mellitus y disfuncién renal (191-193). De ahi el interés de encontrar

marcadores genéticos capaces de identificar a los individuos con menor riesgo de
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presentar rechazo y poder asi modular la inmunosupresién y minimizar estos efectos

secundarios.

Existen varios estudios cuyo objetivo principal es relacionar los polimorfismos
genéticos de las citocinas con la presencia de rechazo agudo en el trasplante hepatico,

con resultados muy controvertidos.

Se ha descrito un mayor riesgo de presentar rechazo agudo del injerto en aquellos
individuos portadores del alelo A del TNF-alfa en la posicién -308 (-308 AA/GA)
(189;194;195) y en la posicion -238 (189), en homocigotos TT en la posicién +869 del
coddn 10 del gen del TGF-betal (196) y en homocigotos GG en la posicién -1082 de la IL-
10 (197). Sin embargo estas asociaciones no han podido ser confirmadas en otros

estudios (187;194;198-200).

Por otra parte, a pesar de que el polimorfismo genético de la IL-6 en la posicidn
+174 se ha asociado con el rechazo agudo en el trasplante renal (190) y pulmonar (184),

esta relacion no ha podido ser demostrada en el trasplante hepatico (189;196;199).
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Hipdtesis

La infeccién por el VHC es la primera causa de trasplante hepdtico en el mundo y la
recidiva del VHC después del trasplante es practicamente universal, aunque la evolucion
de la enfermedad es muy variable entre los diferentes individuos. Se han identificado
numerosos factores propios del virus y del huésped que determinan un peor prondstico
de la recidiva viral, y entre los factores del huésped, las citocinas juegan un papel
fundamental en la generacion de una respuesta inmune adecuada para la erradicacion
viral, existiendo diferencias interindividuales en la capacidad de secrecién de las mismas,
atribuibles en parte a la presencia de polimorfismos en los genes que codifican para éstas.
Los estudios que intentan relacionar los polimorfismos genéticos de las citocinas con la
gravedad de la recidiva del VHC, con el riesgo de padecer rechazo agudo del injerto y/o
con la repuesta al tratamiento antiviral, son escasos y con resultados contradictorios. Esta
inconsistencia en los resultados podria deberse al pequefio tamafio muestral, a las
diferencias étnicas entre los distintos grupos de estudio y a las comorbilidades asociadas,

entre otras causas.

Basandonos en estas observaciones, se podria especular que aquellos pacientes que
desarrollan una enfermedad grave sobre el injerto, podrian tener un patrén de secrecién
de citocinas alterado que pudiera estar influido por polimorfismos genéticos en las
regiones reguladoras y/o codificantes. Estos diferentes polimorfismos actuarian como
marcadores genéticos que podrian predecir el riesgo de recidiva de una manera sencilla y

no invasiva.

Por tanto, la hipdtesis que se plantea en este trabajo es que

“Los polimorfismos genéticos de las citocinas influyen en la gravedad de la
recidiva, en la respuesta al tratamiento antiviral y en el rechazo agudo del injerto en

pacientes sometidos a trasplante hepdtico por infeccién crénica por el VHC,
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Objetivos

Objetivo principal

El objetivo principal de este trabajo consiste en evaluar la influencia de los
polimorfismos genéticos de un amplio numero de citocinas (TNF-alfa, TGF-betal, IFN-
gamma, IL-6, IL-10, IL-12, IL-1alfa , IL-1beta, IL-1Ra) y del IL-1R en la gravedad de la
recidiva viral en una cohorte de pacientes espafioles sometidos a trasplante hepatico por

cirrosis por VHC.

Los objetivos secundarios son:

1. Describir la distribucién de las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos

genéticos de las 9 citocinas y del IL-1R en esta poblacion

2. Relacionar los polimorfismos genéticos de las citocinas mencionadas con la respuesta

al tratamiento antiviral después del trasplante

3. Valorar la relacién de los polimorfismos genéticos estudiados con el rechazo agudo

del injerto
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Pacientes y Métodos

I. CARACTERISTICAS DEL ESTUDIO

1. DISENO DEL ESTUDIO

Estudio retrospectivo, mediante la recogida de datos de las historias clinicas y del
banco de datos del registro de trasplantes hepaticos mantenido prospectivamente en la

Unidad de trasplante hepatico.

2. POBLACION ESTUDIADA

Pacientes atendidos en la consulta externa de la Unidad de trasplante hepatico del
Hospital Universitario Puerta de Hierro de Madrid, durante el periodo comprendido entre

enero del 2005 y junio de 2007.

Criterios de inclusidon: Pacientes adultos, ambos sexos, de raza caucasiana, con

cirrosis hepatica por VHC a los que se les realizé trasplante hepatico, de donante cadaver,
en el Hospital Universitario Puerta de Hierro, durante el periodo comprendido entre

septiembre de 1988 y septiembre de 2006.

Criterios de exclusién: Pacientes con retrasplante o con trasplante combinado de

higado y otro drgano, pacientes coinfectados por virus de la hepatitis B (VHB) o por virus
de la inmunodeficiencia humana y pacientes con antecedentes de enolismo crénico o con

seguimiento postrasplante inferior a 9 meses.
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Il. VARIABLES ANALIZADAS

1. DATOS CLINICOS
Se analizaron los siguientes datos de la historia clinica de los pacientes:

- Datos del donante: Edad, sexo, grupo sanguineo, causa de la muerte y serologia

del VHC, VHB, CMV vy virus de Epstein-Barr (VEB).

- Datos del receptor: Edad, sexo, grupo sanguineo y serologia del VHC, VHB, CMV

y VEB. Genotipo del VHC y cuantificacion de la viremia-VHC pretrasplante
- Datos de la cirugia: Duracion total de la cirugia.

+ Datos del seguimiento post-trasplante: Fecha del trasplante, tratamiento
inmunosupresor de induccidon y de mantenimiento, presencia y episodios de
rechazo, tratamiento del rechazo, recidiva de la enfermedad por VHC, tiempo

transcurrido hasta el desarrollo de la recidiva y gravedad de la misma.

2. DEFINICION DE LAS VARIABLES ANALIZADAS

2.1 Recidiva de la enfermedad por VHC

El diagndstico de recidiva de la enfermedad por VHC en el injerto se realizé por
criterios virologicos (viremia), analiticos (elevacién puntual o crénica de las transaminasas
alanina aminotransferasa (ALT) y aspartato transaminasa (AST)) e histolégicos (hepatitis
lobulillar o periportal). En todos los pacientes se detectdé el ARN del VHC por técnica de
PCR, todos tenian hipertransaminemia no atribuible a otras causas y con exclusion de
infeccion por CMV, rechazo agudo, obstruccion biliar e isquemia, mediante pruebas

seroldgicas, inmunohistoquimicas, radioldgicas y endoscopicas.
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2.2 Gravedad de la recidiva histoldgica

Un patdlogo experto en histopatologia hepatica del trasplante hepatico revisé todas
las muestras histolégicas de los pacientes incluidos en el estudio, cuantificando la
actividad necroinflamatoria (graduado del 0 al 12) y el grado de fibrosis (graduado del 0 al
4) de acuerdo con la escala de Knodell (201). Se consideré recidiva grave la existencia de
fibrosis grado 3-4 o cirrosis establecida (definida por criterios histoldgicos o clinicos y de
imagen) durante los primeros 5 afios después del trasplante. Los pacientes con fibrosis
grado 0-2 en la biopsia realizada al quinto afio del trasplante y que no habian recibido

tratamiento antiviral se consideraron como pacientes con recidiva no grave.

2.3 Respuesta al tratamiento antiviral

Se consideré respuesta viral sostenida, cuando la viremia del VHC no era detectable
en suero durante al sexto mes de la finalizacion del tratamiento antiviral con interferén

pegilado y ribavirina.

2.4 Rechazo agudo del injerto

Se considerd rechazo agudo la elevacidn de ALT, AST, fosfatasa alcalina, o bilirrubina
con confirmacion histoldgica de rechazo (202) o con exclusién de otros posibles procesos
intercurrentes mediante pruebas analiticas, serolédgicas o de imagen, y que se resolvié
mediante intensificacion de la inmunosupresion (aumento de dosis del inhibidor de la
calcineurina, administracion de bolos de metilprednisolona, asociacion de MMF o

anticuerpos anti-CD3 (OKT3)).
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Ill. PACIENTES POR GRUPOS DE ESTUDIO

1. RECIDIVA DEL VHC

En este grupo de estudio se consideraron Unicamente aquellos pacientes que
desarrollaron fibrosis grado 3-4 o cirrosis establecida durante los primeros cinco anos
desde el trasplante y aquellos con un seguimiento postrasplante minimo de 5 afios (65

pacientes).

2. RECHAZO AGUDO

Los 90 pacientes que se incluyeron inicialmente en el estudio han sido considerados

en este grupo de estudio.

3. RESPUESTA AL TRATAMIENTO ANTIVIRAL

De los 35 pacientes tratados, 11 debieron suspender el tratamiento por efectos
secundarios de los farmacos y sélo 24 pacientes cumplieron el tiempo estipulado del
tratamiento segun el genotipo viral (12 meses para el genotipo 1 y 6 meses para el

genotipo 3), que son los que se han considerado en este grupo de estudio.
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IV. METODOLOGIA

1. RECOGIDA DE MUESTRAS

Se recogieron 10 ml de sangre periférica de cada sujeto de estudio, en tubos
Venoject con 150u de heparina de litio (Terumo Europe N.V. Leuven, Belgium) para la
extraccién de ADN gendmico y el andlisis de los polimorfismos genéticos de las citocinas.
Esta muestra de sangre se incubd durante 10 minutos con una solucidon de lisis de
hematies que contenia 50 mM NaCl y 5 mM MgCl en un tampdén 10 mM Tris-Cl pH 7,6
(todos de Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). A continuacion, se lavd con tampdn fosfato salino
y las células de la serie blanca se conservaron en sedimento seco a —802C hasta el

momento de la extraccion del ADN gendmico.

2. PURIFICACION DE ADN GENOMICO

Los leucocitos de los pacientes se incubaron a 379C durante 24 horas en una
solucion de lisis de células blancas que contenia 10mM Tris-Cl pH 7,6, 10 mM 4acido
etileno diamino tetracético (EDTA) y 50 mM NaCl, 10% dodecil sulfato sddico (SDS) (todos
de Sigma-Aldrich) en presencia de 150ug/ml de proteinasa K y de 2 ug/ml de ARNasa
(ambos de Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania). A continuacién se purifico el
ADN gendmico mediante el método convencional de separacién con disolventes
orgdnicos y posterior precipitacidon con isopropanol (203). La concentracion y pureza del
ADN obtenido se valoraron mediante espectrofotometria con el sistema “GeneQuant Il,
RNA/DNA calculator” (Amersham Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Sweden), y se ajustaron

todos a la misma concentracién (50 ug/ml).
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3. ANALISIS DE LOS POLIMORFISMOS GENETICOS DE CITOCINAS
Se analizaron los siguientes polimorfismos de sustitucion:
« IL-1alfa: CA T en la posicion -889 de la regidn promotora
« IL-1beta: CO T en la posicion -511 del promotor y en la posicién +3962
+ IL-1R: C O T en la posicidn pstl1970
« IL-RA: C6 T en la posicion mspal11100
+ IL-12B: A6 Cen la posicion 1188 en 3’UTR
« TNF-alfa: A 6 G en las posiciones -308 y -238 de la regidon promotora
« IFN-gamma: AS T en la posicién +874 del intrén 1
« IL-6: G 6 C en la posicion -174 de la regidn promotora

« IL-10: A6 G en la posicidn -1082, CO T en la posicién -819 y A 6 C en la posicion -592

de la regidén promotora

« TGF-beta: T 6 C en la posicién +869 (coddn +10) y C 6 G en la posicion +915 (coddn
+25)

Los polimorfismos mencionados se analizaron mediante el uso del kit comercial
“LIFECODES Cytokine-SSO Typing” (Tepnel Molecular Diagnostics, Stamford, CT, USA), que
incluye los cebadores especificos para las 9 citocinas incluidas en el estudio y para el IL-
1R, asi como cebadores especificos para valorar los haplotipos de TNF-alfa. Este método
estd basado en la hibridacién de productos de PCR de cadena sencilla con sondas
especificas de oligonucledtidos. Con esta técnica, la amplificacion de cada fragmento que
contienen los polimorfismos se lleva a cabo con cebadores en cantidades no equimolares,
de forma que durante los ciclos iniciales de la reaccidon de amplificacidon se obtiene ADN
de cadena doble, pero cuando se agota el cebador presente en cantidades limitantes, el
cebador en exceso genera ADN de cadena sencilla. Asi, este método genera ADN tanto de
cadena doble como de cadena sencilla, que después de un proceso de desnaturalizacion,
participaran en la reaccidén de hibridacion con sondas especificas para cada uno de los

posibles alelos. Las sondas utilizadas estdn unidas a microesferas fluorescentes
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distinguibles entre si por la intensidad de fluorescencia que emite cada una de ellas,
disefiadas para ser analizadas con el sistema Luminex® que distingue cada sonda unida a
cada fragmento de ADN en virtud de su intensidad de fluorescencia. Por otra parte, los
cebadores utilizados en la reaccion de amplificacion estan marcados con biotina, que tras
ser incubados con estreptavidina unida a ficoeritrina, emite fluorescencia que sera
cuantificada por este sistema Luminex®, permitiendo asi conocer la cantidad relativa de
producto amplificado unido a cada sonda. De esta manera, en una misma reaccién se
pueden analizar simultdneamente diferentes polimorfismos en una sola muestra. Debido
a que el tipaje de los polimorfismos puede verse afectado por la cantidad e integridad del
ADN gendmico utilizado, la sefal emitida por cada par de sondas especificas para un locus
concreto debe normalizarse entre ellas para corregir las variaciones en el producto
amplificado. De esta manera, mediante la seiial relativa obtenida para cada sonda,
permite valorar la presencia o ausencia de cada alelo y, por tanto, la asignacion del

genotipo de la muestra analizada.

La amplificaciéon de ADN se realizé mediante tres PCR multiples conteniendo cada
una de ellas los cebadores que se muestran en la tabla 1, 100 ng de ADN gendémico y 1U
de ADN polimerasa (Tag ADN polymerase; GE Healthcare) en un volumen final de 20 ul de
la mezcla de reaccidn incluida en el kit. Las condiciones de la reaccidn incluian un paso
inicial de desnaturalizacion a 952C durante 5 minutos, seguido de 32 ciclos conteniendo
tres etapas consecutivas de desnaturalizacién a 952C durante 30 segundos, unién de los
cebadores a los moldes durante 45 segundos a 602C en los 8 primeros ciclos y a 632C en
los ciclos restantes, y polimerizacion a 722C durante 45 segundos. Después de estos 32
ciclos, la reaccidn continud con una extension final de 15 minutos a 722C. La amplificacién
se llevo a cabo en un termociclador “GeneAmp PCR system 2700” (Applied Biosystems,

Foster City, CA, USA).

La reaccion de hibridacion se realizd en placas de 96 pocillos, conteniendo cada
pocillo 5 pl del producto amplificado con 15 pul de una mezcla conteniendo las sondas
especificas para los cebadores utilizados en cada PCR multiple. Esta reaccién, que se llevé
a cabo en el mismo termociclador utilizado para la amplificacion, incluia un paso inicial de

desnaturalizacién a 972C durante 5 minutos, seguido de una incubacién a 47°C durante
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30 minutos. Este producto de hibridacién se mantuvo a 562C durante 10 minutos, tras los

gue se anadidé a cada pocillo una solucion de estreptavidina.

Tabla 1. Mezla de cebadores utilizadas para cada una de las tres PCR multiples

Mezcla 1 Mezcla 2 Mezcla 3
IL-1alfa —889C/T TNFalfa —308 A/G* TGFbeta +869 C/T
IL-1beta -511 C/T TNFalfa —238 A/G* TGFbeta +915 C/G
IL-1beta +3962 C/T IFN-gamma +874 A/T
IL-1R pstl1970 C/T IL10-1082 A/G
ILIRA mspall1100 C/T IL10-819 C/T
IL12 1188 C/A IL10-592 C/T
IL6 —174 C/G

* incluye cebadores tanto para los genotipos como para los haplotipos

Las muestras se analizaron dentro de los siguientes 90 minutos en el sistema

Luminex-100 y la asignacién de alelos se realizé con el programa informatico “Quick-type

for Lifematch” version 2.2.0 (Tepnel Molecular Diagnostics).
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V. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los andlisis comparativos se realizaron con el programa informatico “SPSS
version 10.0”, y se consideraron niveles de significacion estadistica por debajo del 5%

(p<0.05).

Las variables cuantitativas consideradas en este estudio se categorizaron para su
analisis como variables cualitativas excepto la edad del receptor. Para comparar esta
variable entre los distintos grupos de pacientes considerados, se utilizé la prueba no

paramétrica de U de Mann-Whitney para dos medias independientes.

El estudio estadistico utilizado para relacionar variables cualitativas, se realiz
mediante tablas de contingencia con objeto de comparar la frecuencia de cada variable
en los grupos de estudio. Para las tablas 2x2 se calculd el valor de p utilizando la prueba
Chi cuadrado con la correccién de continuidad de Yates o la correccion exacta de Fisher
con dos colas cuando las muestras eran pequefias. La fuerza de la asociacion se midié
mediante el calculo de la Odds Ratio (OR) y el intervalo de confianza del 95% (IC 95%)
tomando el valor de los limites exactos. En el caso de tablas de contingencia 2x3 o 2x4, el

valor de p se calculé mediante la Chi cuadrado de Pearson.

Para comprobar la independencia de asociacién entre dos variables con diferencias
estadisticamente significativas entre los diferentes grupos de pacientes considerados, se
realizé un estudio multivariante mediante regresion logistica o mediante la prueba de
Mantel-Haenzsel para tablas de contingencia estratificadas para diferentes variables. En
este tipo de analisis se consideraron estadisticamente significativos aquellos valores de

p<0.1.
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I. CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS Y CLINICAS DE LA POBLACION ESTUDIADA

En el estudio se incluyeron 90 pacientes, 65 (72.2%) varones y 25 (27.8%) mujeres,

con una mediana de edad de 52 afios (valores extremos 28-68 afios).

Setenta y siete (85.5%) pacientes estaban infectados por el genotipo 1 del VHC (5 1a
y 72 1b), 8 (8.8%) por el genotipo 3 y un sélo paciente por el genotipo 2. No se conoci¢ el
genotipo en los 4 pacientes restantes. Siete pacientes recibieron tratamiento antiviral
antes del trasplante, no habiendo respondido ninguno de ellos. La carga viral
pretrasplante se conocié en 56 (62,2%) de los 90 pacientes siendo superior a 1x10° copias

en 29 (51,8%) de ellos.

Treinta y ocho (42.2%) de los 90 pacientes habian sido trasplantados entre
septiembre de 1988 y diciembre de 1997, y los 52 pacientes restantes recibieron el
trasplante entre enero de 1999 y septiembre de 2006. Los injertos procedian de donantes
cadavéricos (54 varones y 36 mujeres) con una mediana de edad de 41.5 afios (valores
extremos 16-83 afios) y 42 (46.7%) de ellos tenian una edad inferior a 40 afios. El tiempo
medio de cirugia fue de 323,9 + 119,1 minutos (mediana 300, valores extremos 109-665

minutos). La serologia para VHC fue negativa en todos los donantes.

Todos los pacientes presentaban compatibilidad ABO con sus donantes y ninguno

de ellos presentd infeccién concomitante por CMV a lo largo del seguimiento.

La mediana de seguimiento post-trasplante fue 82.5 meses (valores extremos 9y 32
meses), y 55 de los 90 pacientes tuvieron un seguimiento superior a 60 meses. Cinco
pacientes fallecieron durante el periodo de estudio como consecuencia directa de la
recidiva del VHC. La media de supervivencia de estos pacientes fue de 110,8 meses

(valores extremos 45-130 meses).
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1. REGIMEN INMUNOSUPRESOR

La inmunosupresion inicial postrasplante se basé en regimenes con tacrolimus en 53
(58,9%) pacientes y en regimenes con ciclosporina en los 37 (41,1%) pacientes restantes.
La pauta de inmunosupresién inicial varié a lo largo del tiempo. Tacrolimus se administro
asociado a esteroides (n=44), a esteroides y MMF (n=2) o a MMF y daclizumab (n=7).
Ciclosporina se administro asociada a esteroides (n=8), esteroides y azatioprina (n=17),

esteroides y MMF (n=2), OKT3 (n=2), o azatioprina y OKT3 (n=8)

La inmunosupresion que estaban recibiendo los pacientes en el momento de su
inclusion en el estudio fue monoterapia con tacrolimus en 55 (61.1%) pacientes,
monoterapia con ciclosporina microemulsién en 33 (36.7%), y monoterapia con MMF o

con sirolimus en 1 paciente, respectivamente.

2. RECHAZO AGUDO DEL INJERTO

Treinta y tres (36.7%) pacientes desarrollaron un episodio de rechazo durante los
tres meses posteriores al trasplante. Todos los pacientes presentaban niveles de
inmunosupresion dentro del rango terapéutico en el momento del diagnédstico del

rechazo. El rechazo fue confirmado histoldgicamente en 7 pacientes.

El episodio de rechazo se tratd con bolos de esteroides (500 mg a 1000 mg/dia
durante tres dias) en 23 pacientes, resolviéndose en 17 (73,91%) pacientes. En los 6
pacientes con rechazo resistente a esteroides (18.2%), se resolvid con la administracion
de OKT3. En los 10 pacientes restantes, el rechazo se tratd con la asociacion de MMF a la

inmunosupresion de base, con resolucién del rechazo en todos ellos.
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3. RECIDIVA DEL VHC

En 8 de los 90 pacientes no se demostro recidiva de la infecciéon VHC después de un
seguimiento medio postrasplante de 82.5 meses (valores extremos 32-165 meses). En los
82 pacientes restantes se demostré recidiva postrasplante de la infecciéon VHC. Uno de
estos pacientes recibio tratamiento antiviral después de la recidiva transcurridos 4 meses
del trasplante y que tuvo una RVS, fue excluido del andlisis. Los 81 pacientes restantes
presentaron recidiva del VHC (reaparicion de la viremia) y en 66 de ellos se realizd una
biopsia hepatica que demostrd lesiones histolégicas del injerto en forma de hepatitis
aguda o cronica. La recidiva del VHC tuvo lugar a los 5.7 + 6.7 meses del trasplante,
dentro del primer afio en 77 pacientes y después del afo en los cuatro restantes.
Veintidds (33.8%) de los 81 pacientes tuvieron una recidiva grave de la enfermedad, con

desarrollo de fibrosis grado 3-4 6 cirrosis durante los primeros cinco afios del trasplante.

4. TRATAMIENTO ANTIVIRAL POST-TRASPLANTE

Treinta y cinco (43,2%) de los 81 pacientes con recidiva VHC en el injerto recibieron
tratamiento antiviral con interferon-alfa pegilado y ribavirina. El momento postrasplante
en que se introdujo el tratamiento antiviral varié mucho entre los individuos, siendo la
mediana de 38,5 meses postrasplante y el intervalo de 4-190 meses. La dosis recibida de
interferdn pegilado oscilé entre 80 y 120 pug semanales y la de ribavirina entre los 800 y
1200 mg/dia, dependiendo del peso del paciente y de los efectos adversos producidos

por los farmacos.

De los 35 pacientes tratados, 11 debieron suspender el tratamiento por efectos
secundarios de los farmacos y los 24 pacientes restantes cumplieron el tiempo estipulado
del tratamiento segun el genotipo viral (12 meses para el genotipo 1 y 6 meses para el
genotipo 3), y 14 de éstos (58,3%) alcanzaron una RVS. En la tabla 2 se muestra la
distribucién de los genotipos virales en los pacientes tratados, segun intencion de

tratamiento y en los pacientes que recibieron el tratamiento completo.
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Tabla 2. Respuesta al tratamiento antiviral de los pacientes clasificados en

funcidn del genotipo del virus

Intencion de Tratamiento Tratamiento completo RVS
n (%) n (%) n (%)*
Genotipo 1 29 (82.1) 19 (79.2) 9 (47.4)
Genotipo 3 6(17.1) 5(20.8) 5 (100)

* Porcentaje de los pacientes con RVS con respecto a los pacientes que finalizan el tratamiento
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Il. CARACTERISTICAS GENERALES RELACIONADAS CON LA GRAVEDAD DE LA RECIDIVA,
CON LA RESPUESTA AL TRATAMIENTO ANTIVIRAL Y CON EL RECHAZO AGUDO DEL
INJERTO

Se realizd un estudio estadistico para valorar la posible asociacién entre las
caracteristicas generales de los pacientes, de los donantes, del virus y de otros factores
externos con la gravedad de la recidiva del VHC, con la respuesta al tratamiento antiviral y
con la presencia de rechazo agudo en los tres meses posteriores al trasplante. Las
caracteristicas que se consideraron fueron las siguientes: edad y sexo del receptor y del
donante, ano del trasplante, genotipo viral, episodios de rechazo agudo y su tratamiento,

y tratamiento inmunosupresor de mantenimiento.

1. RECIDIVA VIRAL GRAVE Y FACTORES GENERALES ASOCIADOS.

En este grupo de estudio se consideraron Unicamente los 65 pacientes que tuvieron
un seguimiento postrasplante minimo de 5 afios o que desarrollaron recidiva grave

durante los primeros 5 afios.

Se observé una asociacion significativa entre el riesgo de desarrollar recidiva grave
con la edad del donante y con el afo del trasplante. Como se observa en la tabla 3, el
68.2% de los pacientes que desarrollaron recidiva grave habian recibido injertos
procedentes de donantes mayores de 40 afios, mientras que la mayoria de los pacientes
gue no presentaron recidiva grave (60.8%) recibieron un injerto procedente de un
donante con edad inferior a 40 afos (p= 0.035). Asi mismo, de los 31 pacientes que se
trasplantaron antes del afio 1998, sélo 2 desarrollaron recidiva grave sobre el injerto,
mientras que de los 34 pacientes trasplantados a partir del afio 1998, desarrollaron
recidiva grave 20 (58.8%) (p<0.001). Estas dos variables fueron dependientes entre si,
debido a que hubo un mayor porcentaje de donantes mayores de 40 afios después del

afo 1998 (64.4% frente a un 32.3% antes del 1998; p=0.007).

Dado que el 97.8% de los pacientes que se trasplantaron antes del afno 1998
recibieron tratamiento con ciclosporina, para valorar la influencia del tratamiento
inmunosupresor sobre la recidiva grave, en el estudio estadistico se consideraron

Unicamente a los pacientes trasplantados posteriormente al afio 1998, no encontrando
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diferencias significativas entre el tratamiento inmunosupresor utilizado y el riesgo de
desarrollar recidiva grave. Igualmente, el sexo del donante, la edad y sexo del receptor, la
presencia de rechazo agudo y su tratamiento y el genotipo viral, son factores que no se

han asociado con la gravedad de la recidiva en este estudio.

Tabla 3. Factores de riesgo de recidiva grave del VHC en el analisis univariante

Recidiva grave [n (%)]

p* OR (IC 95%)**
Si (n=22) No (n=43)
Afio de trasplante
- después de 1998 20 (90.9) 14 (32.6) <0.001 2.79 (1.78-4.38)
- antes de 1998 2(9.1) 29 (67.4)
Edad del donante
- 240 afos 15 (68.2) 16 (37.2) 0.035 1.83(1.13-2.97)
- < 40 afios 7(31.8) 27 (60.8)
Sexo del donante
-varén 12 (54.5) 29 (67.4) 0.42 0.80 (0.52-1.23)
- mujer 10 (45.5) 14 (32.6)
Edad del receptor (afios)
(media + DE) 53.6+9 49.6 +10.7 0.16"
Sexo del receptor
-varén 18 (81.8) 28 (65.1) 0.27 1.26 (0.94-1.67)
- mujer 4(18.2) 15 (34.9)
Genotipo del VHC
- 1a 0 4(9.8) 0.36°
-1b 20 (90.9) 34 (82.9)
-2 0 1(2.4)
-3 2(9.1) 2(4.9)
Rechazo agudo
- si 8 (36.4) 17 (39.5) 1 0.92 (0.47-1.79)
- no 14 (63.6) 26(60.5)
Tratamiento del rechazo
- bolos de esteroides 5(71.4) 7 (38.9) 0.34°
- OKT3 1(14.3) 5(27.8)
- Otros 1(14.3) 6 (33.3)
Inhibidor de calcineurina®**
- Ciclosporina 3(15) 4 (28.6) 0.41 0.52 (0.14-1.99)
- Tacrolimus 17 (85) 10(71.4)

*p calculada mediante la prueba de X con la correccién de continuidad de Yates, excepto U de Mann-Whitney, y
X2 de Pearson para tablas 2xn

** Odds ratio (intervalo de confianza del 95%)

***S6lo incluyendo los pacientes trasplantados desde el afio 1998 (n=34).
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2. RECHAZO AGUDO DEL INJERTO Y FACTORES GENERALES ASOCIADOS

En la tabla 4 se muestran los resultados del analisis de los factores generales y su

relacién con la presencia de rechazo agudo.

Tabla 4. Factores prondstico del rechazo agudo del injerto

Rechazo agudo [n (%)]

p* OR (IC 95%)**
Si (n=33) No (n=57)
Aiio de trasplante
- después de 1998 18 (54.5) 41 (71.9) 0.15 0.76 (0.53-1.1)
- antes de 1998 15 (45.5) 16 (28.1)
Edad del donante
- > 40 afios 18 (54.5) 30 (52.6) 1 1.04 (0.7-1.54)
- <40 afios 15 (45.5) 27 (47.4)
Sexo del donante
- varén 23 (69.7) 31 (54.4) 0.14 1.34 (0.97-1.86)
- mujer 10 (30.3) 26 (45.6)
Edad del receptor (afios)
(media + DE) 48.9+9.8 52.5+9.4 0.092"
Sexo del receptor
- varén 28 (84.8) 37 (64.9) 0.07 1.3 (1.03-1.66)
- mujer 5(15.2) 20 (35.1)
Genotipo del VHC
- 1a 3(9.7) 2(3.6) 0.52°
-1b 26 (83.9) 47 (83.9)
-2 0 1(1.8)
-3 2 (6.5) 6 (10.7)
Inhibidor calcineurina
- Ciclosporina 19 (57.6) 18 (31.6) 0.028 1.82 (1.13-2.95)
- Tacrolimus 14 (42.4) 39 (68.4)

*p calculada mediante la prueba de X* con la correccién de continuidad de Yates, excepto U de Mann-
Whitney, y X2 de Pearson para tablas 2xN
** Odds ratio (intervalo de confianza del 95%)

Se encontré una relacion significativa entre el régimen inmunosupresor inicial
utilizado y el riesgo de presentar rechazo agudo durante los tres meses posteriores al
trasplante. Asi, la incidencia de rechazo agudo en los pacientes tratados con regimenes
basados en ciclosporina fue del 51.3% (19/37 pacientes) frente al 26.4% de los tratados

con regimenes basados en tacrolimus (14/53 pacientes), (p=0.028).

La edad y sexo del donante y del receptor, el afio del trasplante y el genotipo viral

no se han asociado en este estudio con el riesgo de rechazo agudo.
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3. RESPUESTA AL TRATAMIENTO ANTIVIRAL Y FACTORES GENERALES ASOCIADOS.

Como se describe en el apartado “pacientes y métodos”, en este grupo de estudio

se han considerado Unicamente a los 24 pacientes que completaron el tratamiento.

El dnico factor que ha mostrado en este estudio tener relacidon con la respuesta al
tratamiento antiviral fue el genotipo del VHC (tabla 5). La totalidad de los pacientes
infectados con el genotipo 3 respondieron al tratamiento (5/5 pacientes), frente al 47.4%

de los pacientes con genotipo 1 (9/19 pacientes) (p=0.05).

Tabla 5. Factores prondstico de la respuesta al tratamiento antiviral
Respuesta viral sostenida

[n (%)] p* OR (IC 95%)**
Si (n=14) No (n=10)
Ao de trasplante
- después de 1998 13 (92.9) 7 (70) 0.27 1.33 (0.86-2.04)
- antes de 1998 1(7.1) 3(30)
Edad del receptor (afios)
(media * DE) 51.1+7.1 51.5+12.3 0.98'
Sexo del receptor
-varén 13 (92.9) 8 (80) 0.55 1.16 (0.82-1.63)
- mujer 1(7.1) 2 (20)
Genotipo del VHC
-1 9 (64.3) 10 (100) 0.05
-3 5(35.7) 0
Inhibidor de calcineurina
- Ciclosporina 1(7.1) 4 (40) 0.12 0.18 (0.02-1.37)
- Tacrolimus 13 (92.9) 6 (60)

*P calculada mediante la prueba de X* con la correccién de Fisher con dos colas, excepto U de Mann-
Whitney.
** Odds ratio (intervalo de confianza del 95%)
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lIl. DISTRIBUCION DE LOS POLIMORFISMOS GENETICOS DE LAS CITOCINAS EN
PACIENTES TRASPLANTADOS POR CIRROSIS POR VHC

Uno de los objetivos del estudio fue analizar la distribucion de las frecuencias de los
polimorfismos genéticos de la IL-1alfa, IL-1beta, IL-1R, IL-1RA, IL-12, IFN-gamma, TNF-alfa,
IL-6, IL-10 y TGF-beta, en una poblacidn trasplantada por cirrosis por VHC. Dado que la
distribucién de las frecuencias de los polimorfismos genéticos de las citocinas varian
mucho en funcion de la raza estudiada, los 90 pacientes que hemos seleccionado en este
estudio son todos individuos de raza blanca nacidos en Espafia. No se pudieron analizar
los polimorfismos de todas las citocinas en todos los pacientes ya que en algunas
muestras no se amplificaron todos los polimorfismos, probablemente debido a un menor

grado de pureza de algunas de éstas.

Las frecuencias alélicas y distribuciones genotipicas de las citocinas estudiadas se
muestran en la tabla 6. Como se puede observar en la misma, no hay ningun paciente
homocigoto para el alelo C del polimorfismo TGF-beta +915. y menos de un 5% de los
pacientes son homocigotos para IL-1alfa -889 TT, IL-1beta +3962 TT, IL-1RA CC o TNF-alfa
-238 AA. Los polimorfismos del IFN-gamma +874 A/T muestran una distribucion normal

en la poblacién estudiada.
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Tabla 6. Frecuencias alélicas y genotipicas de citocinas en pacientes trasplantados por

cirrosis VHC
CITOCINA POSICION (n) ALELOS GENOTIPOS*
n (frec) n (frec)
IL-1alfa -889 (n=77) C:120(0.779) CC: 45 (0.584) CT:30(0.39) TT:2(0.026)
T:34(0.221)
IL-1beta -511 (n=86) C: 104 (0.605) CC: 26 (0.302) CT:52(0.605)  TT:8(0.093)
T: 68 (0.395)
+3962 (n=82) C:128(0.78) CC: 47 (0.573) CT:34(0.415) TT:1(0.012)
T:36(0.22)
IL-1R pstl1970 C: 107 (0.645) CC:31(0.374)  CT:45(0.542) TT:7(0.084)
(n=83) T:59 (0.355)
IL-1Ra mspall1100  T: 128 (0.753) TT: 44 (0.518) TC: 40 (0.47) CC:1(0.012)
(n=85) C:42(0.247)
IL-12B 1188 (n=76)  A: 117 (0.77) AA: 45 (0.592)  AC:27(0.355) CC: 4 (0.053)
C:35(0.23)
TNF-alfa -308 (n=69) G: 118 (0.855) GG:51(0.739) GA:16(0.232) AA:2(0.029)
A: 20 (0.145)
-238 (n=73) G: 126 (0.863) GG:57 (0.781) AG: 12 (0.164) AA:4(0.055)
A:20(0.137)
IFN-gamma  +874 (n=83)  A: 89 (0.536) AA:24(0.289)  AT:41(0.494) TT:18(0.217)
T: 77 (0.464)
IL-6 -174 (n=90) G: 144 (0.8) GG: 62 (0.689) GC:20(0.222) CC: 8(0.089)
C:36(0.2)
IL-10 -1082 (n=89)  A: 125 (0.702) AA:47(0.528) AG:31(0.348) GG:11(0.124)
G:53(0.298)
-819 (n=89) C: 125 (0.702) CC:42(0.472) CT:41(0.461) TT:6(0.067)
T:53(0.298)
-592 (n=87) C: 105 (0.603) CC: 35 (0.402) AC:35(0.402) CC:17(0.195)
A: 69 (0.397)
TGF-beta +869 (n=75)  T:99 (0.66) TT: 30 (0.4) CT:39(0.52) CC: 6 (0.08)
C:51(0.34)
4915 (n=69)  G: 125 (0.906) GG: 56 (0.812) GC:13(0.188) CC:0
C: 13 (0.094)

n: nimero de pacientes, alelos o genotipos seguin corresponda; frec: frecuencia

*el primer genotipo corresponde al alelo mayoritario en homocigosis, la segunda columna corresponde al genotipo
hetrocigoto, y la tercera columna al alelo minoritario en homocigosis.
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En la tabla 7 se muestran también la distribucion de los haplotipos de la IL-10 y del

TNF-alfa.

Tabla 7. Haplotipos de IL-10 Y TNF-alfa en pacientes
trasplantados por cirrosis por VHC

CITOCINA (n) POSICION HAPLOTIPOS
n (frec)
IL-10 (n=87) -1082-819-592  GCC/GCC: 11 (0.126)

GCC/ACC: 16 (0.184)
GCC/ATA: 10 (0.115)
GCC/ACA: 4 (0.046)
ACC/ATA: 19 (0.218)
ACC/ACC: 9 (0.103)
ATA/ATA: 4 (0.046)
ATA/ACA: 13 (0.149)
ACC/ACA: 1 (0.011)

TNF-alfa (n=68) -308 -238 GG/GG: 37 (0.544)
GA/GG: 9 (0.132)
GG/GA: 1 (0.015)
GA/GA: 4 (0.059)
AG/GG: 14 (0.206)
AG/AG: 2 (0.029)
AG/GA: 1 (0.015)
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IV. POLIMORFISMOS GENETICOS Y RECIDIVA GRAVE DEL VHC

Tabla 8. Genotipos de citocinas en pacientes trasplantados por cirrosis VHC,

clasificados segun la gravedad de la recidiva

. RECIDIVA GRAVE  RECIDIVA NO GRAVE
CITOCINA POSICION (n) GENOTIPOS In (%)] In (%)]
IL-1alfa -889 (n=54) cC 9 (50) 21 (58.3)
CT 9 (50) 14 (38.9)
R i 0 1(28)
IL-1beta -511 (n=63) cC 7 (33.3) 12 (29.3)
CT 13 (61.9) 24 (58.5)
T 1(4.8) 5(12.2)
+3962 (n=59) cC 10 (50) 21 (53.8)
cT 10 (50) 17 (43.6)
1T 0 1(2.6)
IL-1R pst11970 (n=59) cc 5(26.3) 16 (40)
CcT 10 (52.6) 23 (57.5)
TT 4(21.1) 1(2.5)
IL-1Ra mspall11100 T 10 (50) 20 (48.8)
(n=61) TC 10 (50) 20 (48.8)
cC 0 1(2.4)
IL-12B 1188 (n=54) AA 13 (72.2) 19 (52.8)
AC 5(27.8) 15 (41.7)
cC 0 2 (5.6)
TNF-alfa -308 (n=50) GG 14 (77.8) 23 (71.9)
GA 4(22.2) 8 (25)
AA 0 1(3.1)
-238 (n=54) GG 17 (89.5) 23 (65.7)
GA 1(5.3) 9 (25.7)
AA 1(5.3) 3(8.6)
IFN-gamma +874 (n=60) AA 7 (36.8) 10 (24.4)
AT 9 (47.4) 18 (43.9)
o ™ 3(158) 13(317)
IL-6 -174 (n=65) GG 13 (59.1) 30 (69.8)
GC 6 (27.3) 10 (23.3)
cC 3 (13.6) 3(7)
IL-10 -1082 (n=64) AA 11 (52.4) 25 (58.1)
AG 8(38.1) 12 (27.9)
GG 2 (9.5) 6 (14)
-819 (n=64) CC 8(38.1) 20 (46.5)
AT 10 (47.6) 20 (46.5)
T 3(14.3) 3(7)
-592 (n=63) CC 7 (33.3) 19 (45.2)
CA 11 (52.4) 13 (31)
AA 3(14.3) 10 (23.8)
TGF-beta +869 (n=52) T 7 (38.9) 14 (41.2)
TC 10 (55.6) 18 (52.9)
o 156) 2(59)
+915 (n=48) GG 4(22.2) 8(26.7)
GC 14 (77.8) 22 (73.3)
CC 0 0

n: nimero de pacientes o genotipos segun corresponda.

48



Resultados

En este grupo de estudio se consideraron 65 pacientes segun se describe en el
apartado “pacientes y métodos”, 22 (33.8%) de los cuales desarrollaron recidiva grave
sobre el injerto. En la tabla 8 se muestran las distribuciones genotipicas de los

polimorfismos estudiados con respecto a la gravedad de la recidiva.

Sélo se encontrd una relacidon estadisticamente significativa entre el polimorfismo
del IL-1R vy la gravedad de la recidiva (figura 4). Este polimorfismo fue analizado en 59
pacientes, 19 (32.2%) de los cuales desarrollaron recidiva grave sobre el injerto. Como se
muestra en la tabla 8, observamos que el 97.5% de los pacientes que no desarrollaron

recidiva grave presentaban genotipos distintos al TT.

100

p=0.03**

p=0.05*

IL-1R 1970

Il cc
Elct
[

RECIDIVA GRAVE

Figura 4. Genotipos de IL-1R en pacientes con trasplante hepatico por cirrosis VHC,
clasificados en funcion de la gravedad de la recidiva.

* OR para TT =6.9; IC 95% = 0.8-55.4.

** OR para TT =7.56; IC 95% = 1-57.9

Se realizé un andlisis comparativo entre los pacientes homocigotos para el alelo Ty
aquellos que poseian genotipos diferentes y que habian desarrollado recidiva grave,
observando que el riesgo de desarrollar recidiva grave es 8.4 veces mayor en el grupo de
pacientes homocigotos TT que en el resto (figura 4). La sensibilidad (S) fue del 21.1%, la
especificidad (E) del 97.5%, el valor predictivo positivo (VPP) del 80% vy el valor predictivo
negativo (VPN) del 72.2%.
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Finalmente, dado que la gravedad de la recidiva se ha asociado en este trabajo con
la edad del donante, se realizé un estudio estadistico en el que se valord la relacién del
polimorfismo del IL-1R con la gravedad de la recidiva, estratificando a los pacientes en
funcién de la edad del donante (mayor o menor de 40 afios). La prueba de Mantel-
Haenszel demostré que el polimorfismo del IL-1R se mantenia como factor de riesgo
asociado con la gravedad de la recidiva, (OR=7.3, IC 95%=0.88-62.5) (p=0.081)

independiente de la edad del donante.

Asi mismo no se ha observado ninguna asociacidn significativa entre las frecuencias
alélicas y genotipicas de los polimorfismos de la IL-1A, IL-1B, IL-1RA, IL-12, IFN-gamma,
TNF-alfa, IL-6, IL-10 y TGF-beta en las posiciones descritas ni entre los haplotipos de TNF-

alfay de IL-10 en los pacientes agrupados en funcion de la gravedad de la recidiva.
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V. POLIMORFISMOS GENETICOS Y RECHAZO AGUDO DEL INJERTO

Tabla 9. Genotipos de citocinas en pacientes trasplantados por cirrosis VHC, clasificados

segun la presencia de rechazo agudo del injerto en los tres primeros meses del trasplante

. RECHAZO NO RECHAZO
CITOCINA POSICION (n) GENOTIPOS In (%)] In (%)]
IL-1alfa -889 (n=77) CC 18 (62.1) 27 (56.3)
cT 10 (34.5) 20 (41.7)
_____________________________________________________________ i 134%) 1@
IL-1beta -511 (n=86) cC 9 (29) 17 (30.9)
CT 18 (58.1) 34 (61.8)
T 4(12.9) 4(7.3)
+3962 (n=59) CC 19 (59.4) 28 (56)
CT 12 (37.5) 22 (44)
T 1(3.1) 0
IL-1R pstl1970 (n=83) CC 13 (40.6) 18 (35.3)
CT 16 (50) 29 (56.9)
T 3(9.4) 4(7.8)
IL-1Ra mspall11100 (n=85) T 17 (54.8) 27 (50)
TC 14 (45.2) 26 (48.1)
CC 0 1(1.2)
IL-12B 1188 (n=76) AA 18 (62.1) 27 (57.4)
AC 10 (34.5) 17 (36.2)
CC 1(3.4) 3 (6.4)
TNF-alfa -308 (n=69) GG 17 (65.4) 34 (79.1)
GA 9 (34.6) 7 (16.3)
AA 0 2 (4.7)
-238 (n=73) GG 23 (85.2) 34 (73.9)
GA 2(7.4) 10 (21.7)
AA 2(7.4) 2(4.3)
IFN-gamma  +874 (n=83) AA 10 (32.3) 14 (26.9)
AT 13 (41.9) 28 (53.8)
T 8 (25.8) 10(19.2)
IL-6 -174 (n=90) GG 18 (54.5) 44 (77.2)
GC 10 (30.3) 10 (17.5)
_____________________________________________________________ cc 5(15.2) 33
IL-10 -1082 (n=89) AA 15 (45.5) 32 (57.1)
AG 12 (36.4) 19 (33.9)
GG 6 (18.2) 5(8.9)
-819 (n=89) CC 17 (51.5) 25 (44.6)
AT 13 (39.4) 28 (50)
_____________________________________ ™ 300 3054
-592 (n=87) CC 15 (45.5) 20(37)
CA 10 (30.3) 25 (46.3)
AA 8(24.2) 9 (16.7)
TGF-beta +869 (n=75) T 12 (44.4) 18 (37.5)
TC 14 (51.9) 25 (52.1)
CC 1(3.7) 5(10.4)
+915 (n=69) GG 20 (83.3) 36 (80)
GC 4(16.7) 9 (20)
CC 0 0

n: numero de pacientes o genotipos segun corresponda.
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De los 90 pacientes estudiados, 33 desarrollaron un episodio de rechazo agudo
sobre el injerto durante los 3 meses posteriores al trasplante, mostrandose la distribucién
genotipica de las citocinas en la tabla 9. Sélo se encontré una relacion estadisticamente
significativa entre el polimorfismo genético de la IL-6 en la posicién -174 y el desarrollo de

rechazo agudo.

Al analizar los genotipos, se observo que sélo presentaron rechazo agudo un 29% de
los pacientes homocigotos GG (18/62 pacientes) frente al 53.6% (15/28) de los pacientes
portadores de genotipos diferentes, siendo esta diferencia significativa (p=0.045) entre
ambos grupos (Figura 5). El valor de E de esta asociacion fue del 77.2%, siendo 1a S, VPP y

VPN un 45.5%, 53.6% y 71% respectivamente.

80

%

[BlIL-6 -174 CT+CC

BlL6-174 GG

RECHAZO AGUDO

Figura 5. Polimorfismo IL-6 -174 en pacientes con trasplante hepdatico por VHC
clasificados en funcién de la presencia de rechazo agudo.
OR para CT+CC =1.99; IC 95% = 1.1-3.6.

Igualmente, al comparar las frecuencias de los alelos Cy G del gen de la IL-6 en |la

posicion -174, se observd una relacidn significativa entre la presencia del alelo C vy el

desarrollo de rechazo agudo sobre el injerto (p=0.015) (OR=2.2 IC 95% (1.2-3.9).
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Se realizd un analisis multivariante entre los factores de riesgo asociados a rechazo
agudo en este estudio (tratamiento inmunosupresor basado en ciclosporina y genotipos
portadores del alelo C de la IL-6), encontrando que ambos factores eran independientes

en relacion a la presencia de rechazo agudo (p=0.05) (OR=4.15, IC 95% =1.5-11.3).

No se encontrd ninguna asociacion significativa entre las frecuencias alélicas y los
haplotipos considerados en los pacientes agrupados en funcion de la presencia de

rechazo agudo.
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V1. POLIMORFISMOS GENETICOS Y RESPUESTA AL TRATAMIENTO ANTIVIRAL

Tabla 10. Genotipos de citocinas en pacientes trasplantados por cirrosis VHC,
clasificados segun la respuesta al tratamiento antiviral

] RVS NO RESPUESTA
CITOCINA POSICION (n)  GENOTIPOS [ (%)] I (%]
IL-1alfa -889 (n=19) cc 3(27.3) 4 (50)

cT 8(72.7) 4 (50)
R T ..o 0
IL-1beta -511 (n=20) cc 3(23.1) 2(22.2)
cT 9 (69.2) 7(77.8)
T 1(7.7) 0
1396 (n256) e haen sws
cT 10 (83.3) 5 (62.5)
T 0 0
T oy sps rore
cT 7 (77.8) 2(22.2)
111 2(16.7) 0
T e eal11160 e
(n=22) TC 6 (46.2) 7(77.8)
cc 0 0
T 1188 (rois) o esas ase
AC 5 (45.5) 4 (50)
cc 0 0
T 308 (net) e smn ses
GA 2(18.2) 3(37.5)
AA 1(9.1) 0
538 i) R
GA 1(9.1) 2(25)
AA 0 0
ngamma 1874 (2] o ree sen
AT 3(27.3) 6 (60)
T 1(9.1) 1 (10)
T e e sey sse
GC 5(35.7) 1 (10)
cc 1(7.1) 1(10)
TR 108 (ne24) o smn ek
AG 6 (42.9) 3(30)
GG 3(21.4) 1 (10)
510 (no2a e sey am
AT 4(28.6) 6 (60)
T 2 (14.3) 0
w53 (ney e ewmen sme
CA 7 (53.8) 5 (50)
AA 0 2(20)
e e R
TC 6 (54.5) 5 (62.5)
cc 2(18.2) 1(12.5)
o1 (nei e sms  spie
GC 2(18.2) 2 (28.6)
cc 0 0

n: nimero de pacientes o genotipos segun corresponda; RVS: respuesta viral sostenida.
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De los 90 pacientes estudiados, 24 completaron el tratamiento antiviral con
interferén pegilado y ribavirina durante el tiempo estipulado dependiendo del genotipo
viral infectante como se describe en el apartado “pacientes y métodos”. De éstos, el 57,1
% (n=14) alcanzaron una RVS. En la tabla 10 se muestran las frecuencias genotipicas de las

citocinas estudiadas en funcion a la respuesta al tratamiento antiviral.

Como se muestra en la figura 6, el 81,8% de los pacientes portadores del alelo T
para el polimorfismo del IL-1R alcanzaron una RVS, mientras que sélo lo hicieron el 30%
de los homocigotos para el alelo C (CC), siendo esta diferencia significativa (p=0.038)
entre ambos grupos. Los valores de S, E, VPP y VPN fueron del 75 %, 77.8%, 81.8 %y 70 %

respectivamente.

100

p=0.03

%

IL-1R 1970

Ml cc
I cT+TT

RVS

Figura 6. Distribucion alélica de IL-1R 1970 en pacientes con trasplante hepatico por
VHC clasificados en funcidn de la respuesta al tratamiento antiviral.
OR para CT+TT =3.37; I1C 95% = 0.9-12

Dado que este polimorfismo también se ha asociado con la gravedad de la recidiva
viral en este estudio, se realizé un analisis estadistico en el que se comprobd que la
mayoria de los pacientes que recibieron tratamiento antiviral eran aquellos que habian

desarrollado una recidiva grave (OR= 2.35, IC 95%=1.28-4.42; p=0.025) (Tabla 11).
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Tabla 11. Indicacion de tratamiento antiviral en los pacientes clasificados
segun la gravedad de la recidiva

Recidiva grave (n=22) Recidiva no grave (n=43)
n (%) n (%)
Con tratamiento antiviral 10 (45.5) 7 (16.3)
Sin tratamiento antiviral 12 (54.5) 36 (83.7)

n: nimero de pacientes

No se pudo realizar un analisis multivariante con los factores que se han asociado
con la RVS en este trabajo (genotipo 3 del VHC, genotipo TT del IL-1R), ya que en este

grupo de estudio el numero de pacientes fue muy reducido.

Asi mismo no se ha observado ninguna asociacion significativa entre las frecuencias
alélicas de los polimorfismos de la IL-1A, IL-1B, IL-1RA, IL-12, IFN-gamma, TNF-alfa, IL-6, IL-
10 y TGF-beta en las posiciones descritas ni en los haplotipos de TNF-alfa y de IL-10 en los

pacientes agrupados en funcién de la respuesta al tratamiento antiviral.
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La cirrosis por VHC es la principal indicacién de trasplante hepatico en el mundoy la
recidiva del virus, definida como la presencia de viremia después del trasplante, es casi
universal, con presencia de lesién crénica del injerto en la mayoria de los pacientes
(47;57;204). Los pacientes trasplantados como consecuencia de la infeccion por VHC
tienen una menor tasa de supervivencia a largo plazo que los trasplantados por otras
etiologias (63). Ademas, existe un subgrupo de pacientes trasplantados por cirrosis por
VHC con una evoluciéon mas rapida y mas agresiva de la enfermedad, que desarrollaran
cirrosis del injerto en los primeros 5 afios después del trasplante (20-30%) (47-49). Esta
variabilidad interindividual en la gravedad de la recidiva por el VHC se debe a multiples
factores interrelacionados que dependen del huésped, de la cirugia, del propio virus y del
donante (58;59;97). La deteccidn precoz de este subgrupo de pacientes que desarrollaran
recidiva grave del VHC, permitiria adoptar medidas preventivas y terapéuticas que

podrian mejorar la supervivencia y retrasar, o incluso evitar, la necesidad de retrasplante.

A su vez, es bien conocido que el exceso de inmunosupresiéon plantea problemas
como el aumento del riesgo de padecer tumores (193), aumento de los factores de riesgo
cardiovascular (191) o insuficiencia renal (192), y ademas ha demostrado tener influencia
sobre la gravedad de la recidiva del VHC (117). La existencia de un posible marcador
genético, facil de identificar y no invasivo, que predijera el riesgo de rechazo agudo,
permitiria individualizar la inmunosupresion y el riesgo inmunolégico del paciente,

evitando los problemas derivados del exceso de inmunosupresion.

Las citocinas juegan un papel muy importante, directo e indirecto, en la generacién
de la respuesta inmunoldgica frente a los virus: directamente, inhibiendo la replicacién
viral, e indirectamente, determinando el tipo de respuesta inmunoldgica frente a este
tipo de patdégenos. La capacidad maxima de produccion de citocinas esta sujeta a una
gran variabilidad interindividual, atribuible a ciertos mecanismos moleculares, entre los
gue se encuentran las variaciones de nucledtidos dentro de las regiones reguladoras y
codificantes mas importantes. Estos polimorfismos genéticos afectan a la expresion y
secrecion de citocinas “in vitro” e “in vivo”, y se ha descrito una asociacion de los mismos
con el rechazo agudo y con la fibrosis del injerto en los pacientes receptores de trasplante

cardiaco, renal y pulmonar (174;183;184;186). Sin embargo, esta asociacion ha sido poco

57



Discusion

estudiada en pacientes receptores de trasplante hepatico con cirrosis por VHC y los
trabajos existentes muestran resultados contradictorios (189;196;197;199). Es posible
que estas discrepancias se deban al escaso numero de pacientes estudiados, a las
diferencias étnicas existentes entre los grupos de trabajo, a la heterogeneidad de las
variables asociadas y/o a la falta de consenso a la hora de definir recidiva grave. Ademas,
algunos autores al valorar el rechazo agudo, no consideran exclusivamente a los pacientes
trasplantados por cirrosis por VHC, sino que incluyen también a pacientes trasplantados
por otras etiologias. En este estudio nos propusimos relacionar los polimorfismos
genéticos de las citocinas con la gravedad de la recidiva del VHC, con el rechazo agudo y
con la respuesta al tratamiento antiviral en una cohorte amplia de pacientes
trasplantados por VHC. Para ello, se selecciond un grupo de 90 pacientes de raza
caucasiana, representativo de la poblacidn trasplantada por VHC en nuestro centro. Al
mismo tiempo, se tuvieron en cuenta otras variables relacionadas en la literatura con el
riesgo de recidiva grave, rechazo agudo o respuesta al tratamiento antiviral, no siempre

recogidas en los estudios previos.

Las caracteristicas generales y demograficas de la poblacién estudiada, la incidencia
de rechazo agudo (36.7%), el porcentaje de pacientes que desarrollaron recidiva viral
grave (33.8%) y la tasa de RVS (58.3%) de los pacientes tratados, son muy similares a las
descritos en la literatura, lo que apoya que la poblacion seleccionada en este estudio es
representativa de la de los pacientes con trasplante hepatico por VHC y por tanto, los

resultados obtenidos extrapolables a la poblacidn general de trasplantados por VHC.
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I. FRECUENCIAS DE LOS POLIMORFISMOS GENETICOS

Las frecuencias de los polimorfismos genéticos de las citocinas estudiadas en este
trabajo en pacientes sometidos a trasplante hepdtico por cirrosis por VHC son muy
similares a las encontradas por otros autores en la poblacién espafiola sana no
trasplantada (205-209), indicando que la poblacién estudiada es representativa de la
poblacion espafiola. Unicamente hemos encontrado en nuestros pacientes una mayor
representacion del haplotipo de la IL-10 que condiciona una baja produccién de esta
citocina y de los genotipos del TGF-beta que condicionan una alta produccién de dicha
citocina, que las descritas en la literatura en poblacién sana (210-212). Estos resultados
también han sido observados por otros autores con respecto a la poblacién sana de su
area geografica (187;188;213). Es bien conocido el papel antiinflamatorio de la IL-10, por
lo que se le puede presuponer un efecto protector de la fibrogénesis hepatica en este
tipo de pacientes, tal como sugieren algunos estudios clinicos y experimentales (144;214).
Hamada H. y colaboradores (215) demostraron que los pacientes con infeccién crénica
por el VHC y que eran portadores de haplotipos que condicionan una alta produccién de
la IL-10, tenian menos fibrosis que el resto de pacientes, lo que sugiere que la IL-10
pudiera retrasar la progresion de la enfermedad. Estas observaciones podrian explicar la
mayor representacion de los haplotipos considerados bajos productores de IL-10 en la
poblacién incluida en este estudio, ya que son pacientes que han precisado un trasplante

hepatico por la mala evolucion de la enfermedad.

En este trabajo también se ha encontrado una frecuencia disminuida del genotipo
CC del gen del TGF-beta en posicion +869 en el coddn 10 con respecto a las frecuencias de
la poblacion espafiola sana, hecho observado también por Mas y colaboradores en una
cohorte de pacientes trasplantados por VHC (189). Algunos estudios en humanos han
demostrado una correlacidén entre la presencia del alelo T en posicién +869 en el codon
10 y niveles séricos elevados del TGF-beta, relacionando este hecho con una elevada tasa
de fibrosis en pacientes con trasplante pulmonar (174). Esto sugiere que los pacientes con
genotipos que condicionan una alta produccién de TGF-beta podrian desarrollar fibrosis
hepatica mas rapidamente y, como consecuencia, precisar un trasplante hepatico mas
precozmente, produciéndose una seleccidon de los pacientes con estos genotipos que

serian los candidatos al trasplante.
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Los trabajos encontrados en la literatura que estudien los polimorfismos genéticos
de las citocinas en poblacion trasplantada por cirrosis por VHC son escasos y los sujetos
estudiados pertenecen a grupos étnicos muy distintos. Es bien conocido que existen
diferencias étnicas en las frecuencias de los polimorfismos de algunas citocinas (216;217),
lo que supone un escollo mas a la hora de comparar las frecuencias entre distintas
poblaciones. Aun asi, las frecuencias obtenidas en los pacientes objeto de este estudio
para las citocinas TNF-alfa, IFN-gamma e IL-6 son muy similares a las obtenidas en
pacientes italianos trasplantados por VHC (156), no asi a las obtenidas en poblaciones

norteamericana (189) e israeli (188), respectivamente.
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Il. POLIMORFISMOS Y RECIDIVA GRAVE

En este trabajo hemos encontrado que existe una asociacion significativa entre el
genotipo TT del IL-1R en la posicion +1970 y el riesgo de padecer recidiva viral grave en
pacientes trasplantados por cirrosis VHC, asociacién no descrita previamente en la
literatura. La IL-1, citocina proinflamatoria por definicion, es un mediador clave en la
activacion de la respuesta inmune innata, y los polimorfismos de ambas isoformas (IL-
lalfa e IL-1beta) estan implicados en el desarrollo de ciertas enfermedades de base
autoinmune que presentan un gran componente inflamatorio (181;218), al igual que
ocurre con el polimorfismo del IL-1Ra (180). La funcionalidad del polimorfismo del IL-1R
no ha sido descrita, aunque recientemente se ha encontrado una asociacion entre el
genotipo TT en la posicidon 1970 con el riesgo de padecer enfermedad de Behcet (182). Al
igual que sucede en muchas otras enfermedades autoinmunes, en la enfermedad de
Behcet existe un perfil predominante de citocinas de tipo Thl (219), y también se ha
descrito una asociacion entre los polimorfismos de citocinas proinflamatorias, como el

TNF-alfa (220) con el riesgo y gravedad de la enfermedad.

En la infeccidn crénica por el VHC, a pesar de lo débil y defectuosa que pueda ser la
respuesta inmunitaria tipo Th1l, se cree que pueda ser un factor crucial en el desarrollo de
fibrosis hepatica y cirrosis (43). La respuesta inmunitaria celular parece contribuir al
control del virus en etapas iniciales de la infeccion y potencialmente a la inflamacion
hepatica en la infeccidn cronica (221). La muerte de células inflamatorias en el higado, la
lisis de algunos hepatocitos infectados y la secrecidn de citocinas inflamatorias (43) de
forma mantenida en el tiempo, podrian activar las células estrelladas, que son la principal
fuente de la matriz extracelular en la fibrosis hepatica (44). Esta explicacién justificaria la
asociacién de ciertos polimorfismos de citocinas proinflamatorias, como TNFalfa, con el
riesgo de desarrollar fibrosis grave en pacientes con infeccidon crénica por el VHC antes
(125) y después del trasplante (189), y podria explicar los resultados obtenidos en este

trabajo con respecto al IL-1R.
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El IL-1R comparte la misma via de senalizacion de los receptores toll like (toll like
receptors; TLRs), involucrados en la transduccion de sefiales intracelulares que
desembocan en la produccion de diversas proteinas relacionadas con la inflamacién y con
la activacion de la respuesta inmunoldgica innata y adquirida. El IL-1R y los TLR contienen
una regidn con una secuencia altamente conservada en su dominio citoplasmatico
denominada dominio TIR (Toll/IL-1R), que es la responsable de iniciar la cascada de
sefalizacidn. Se ha demostrado que los TLR2 y TLR4 reconocen a las proteinas del core y
la NS3 del VHC “in vitro”, y se cree que son los responsables de la orquestacién de la
inmunidad innata y adaptativa frente al virus (222-224). Recientemente se ha descrito la
asociacion de un polimorfismo genético del TLR2 con la presencia de cirrosis precoz en
pacientes trasplantados hepaticos con recidiva del VHC (225), lo que refuerza la idea de
que el IL-1R, al compartir la misma via de sefializacién de los TLRs, pudiera estar también

involucrado en la gravedad de la recidiva viral.

Finalmente, el analisis del polimorfismo del IL-1R y la deteccién de los pacientes
homocigotos TT en los trasplantados por cirrosis VHC tiene una especificidad (97.5%) y un
VPP (80%) lo suficientemente elevados como para considerar esta determinacion en la
valoracion del riesgo de recidiva grave de cada paciente y adecuar las medidas

preventivas y terapeuticas a cada individuo.

En este trabajo también se han considerado otras variables relacionadas en la
literatura con la gravedad de la recidiva, demostrandose que la edad del donante mayor
de 40 afios y haber recibido el trasplante hepatico a partir del afio 1998, tienen relacién
con la gravedad de la recidiva viral, hecho ampliamente descrito por otros autores
(96;97;108). Probablemente esta asociacion se deba a que a partir de los afios 1997-1998
comenzaron a utilizarse injertos procedentes de donantes mayores para poder optimizar
al maximo el numero de drganos, por lo que estas variables parecen ser parcialmente
dependientes entre si. Para evitar el sesgo del afo en el andlisis estadistico, se estratificd
a los pacientes en dos grupos en funcion del afio del trasplante (anterior a 1998 o a partir
de 1998) comprobando que la edad del donante mayor de 40 afios seguia siendo un

factor de riesgo de recidiva viral grave independientemente del afio de trasplante. La
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influencia del afio del trasplante en la recidiva grave en este estudio puede deberse a que
una gran parte de los pacientes trasplantados antes de 1998 y que fallecieron tras
desarrollar recidiva grave sobre el injerto, no han podido ser considerados en este estudio
dado el caracter retrospectivo del mismo. Es probable que este sesgo en la seleccion de
los pacientes trasplantados antes del afio 1998, sea el responsable de la significacion
estadistica del afio del trasplante con la recidiva grave. Debido a que la edad del donante
se mantenia como factor de riesgo de recidiva grave, se realizd la prueba de Mantel-
Haenszel estratificando a los pacientes en funcién de la edad del donante (mayor o igual
a 40 anos), demostrandose que el polimorfismo del IL-1R se mantenia como factor de

riesgo independiente asociado con la gravedad de la recidiva.

Otro problema anadido, al tratarse de un estudio retrospectivo, es que los pacientes
trasplantados que fallecieron antes de iniciar este estudio no pudieron ser incluidos en el
mismo, con el riesgo de cometer un sesgo en la seleccion de la cohorte, habiendo
seleccionado tedricamente aquellos pacientes con una evolucion de la enfermedad mas
indolente. Para valorar esta posibilidad, analizamos, en la base de datos de todos los
pacientes trasplantados en la Unidad, la media de supervivencia de los pacientes que
fallecieron como consecuencia directa de la recidiva del VHC y el porcentaje de recidiva
grave de la poblacién estudiada, comprobando que ambas eran similares. Por ello,
consideramos que la muestra de pacientes incluido en este estudio es representativa de

todos los pacientes trasplantados por VHC en la Unidad.

En los estudios publicados por otros autores, se ha relacionado el genotipo que
condiciona una alta produccion de IFN-gamma (+874 AA) con el menor riesgo de padecer
una recidiva precoz (188), y los genotipos bajos productores de IL-10 -1082 GG (156),
altos productores de IFN-gamma +874 TT (156), y los haplotipos altos productores de
TGF-beta (188), con una mayor tasa de progresién de fibrosis sobre el higado
trasplantado. Sin embargo, en el presente estudio no se ha encontrado ninguna relacion
entre los polimorfismos genéticos de las citocinas descritas y el riesgo de desarrollar

recidiva grave sobre el injerto, aunque se ha encontrado una mayor representacion de los
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haplotipos bajos productores de la IL-10 (ACC/ACC, ACC/ATA y ATA/ATA) y del genotipo
alto productor del TGF-beta +869 CC, que, a su vez, se han asociado en la literatura con
una mayor tasa de fibrosis hepatica en pacientes con infeccién crénica por el VHC no
trasplantados. Basandonos en este hecho, parece légico pensar que se ha producido una
seleccidn de pacientes con una elevada tasa de fibrosis, lo que podria condicionar los
resultados obtenidos en este trabajo con respecto a los polimorfismos del TGF-beta e IL-

10.

Al igual que sucede en los pacientes con recidiva grave, en este trabajo se ha
identificado un grupo de pacientes homocigotos para el aleo T en posicidon +1970 del IL-
1R, que tenian una mayor tasa de respuesta viral mantenida tras el tratamiento antiviral.
Sin embargo, al analizar con mads detalle la poblacidn que recibié tratamiento, se detecté
gue la mayoria de los pacientes tratados fueron aquellos que desarrollaron una recidiva
grave de la enfermedad. Esto nos lleva a considerar que posiblemente se ha producido un
sesgo en la distribucion de los polimorfismos de las citocinas en este grupo de pacientes

gue condicionarian los resultados obtenidos.
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Ill. POLIMORFISMOS Y RECHAZO AGUDO

Otro de los aspectos analizados en este trabajo fue valorar si los pacientes que han
presentado algun episodio de rechazo agudo tienen una susceptibilidad genética al

mismo.

En este estudio se ha encontrado que el régimen inmunosupresor inicial y el
polimorfismo de la IL-6 en posicidn -174, se relacionan con la incidencia de rechazo agudo
en los pacientes trasplantados por cirrosis por el VHC. La incidencia de rechazo en los
pacientes tratados con ciclosporina, fue significativamente mayor que en aquellos
tratados con tacrolimus, hecho ampliamente descrito en la literatura (226;227). En el
presente trabajo hemos observado que los pacientes portadores del alelo C en la region
promotora del gen de la IL-6 en posicidn -174, presentan mayor riesgo de desarrollar un
rechazo agudo en los 3 primeros meses posteriores al trasplante que aquellos pacientes
homocigotos para el alelo G. Se ha especulado que la IL-6 es una citocina involucrada en
el rechazo agudo en el trasplante de 6rgano sélido en base a los elevados niveles séricos
encontrados de la misma en aquellos pacientes que desarrollan rechazo agudo sobre el
injerto (228;229). Esta observacidon ha dado pie al estudio de los polimorfismos de esta
citocina como posible marcador que permita predecir el riesgo de rechazo agudo y asi
modular la inmunosupresiéon para evitar esta complicacion y evitar el exceso de
inmunosupresiéon en aquellos pacientes con menor riesgo de desarrollar algun episodio
de rechazo. En trasplante de rifion (185) y pulmon (184) se ha encontrado una asociacion
entre los genotipos portadores del alelo G y el riesgo de padecer rechazo agudo; sin
embargo, esta observacion no se ha podido trasladar al campo del trasplante hepatico
(187;189;199), probablemente porque los estudios que analizan esta posible relacién son
muy heterogéneos en cuanto a la poblacion estudiada (raza), a la etiologia responsable
del trasplante hepatico, a las distintas pautas de inmunosupresion utilizadas y al escaso
numero de pacientes analizados en estos estudios. Asi, el hecho de que nuestros
resultados con respecto a la relacion entre el polimorfismo de la IL-6 y el rechazo en el
trasplante hepatico sea contradictorio con respecto a los obtenidos en el trasplante de
otros drganos solidos, podria indicar que el mecanismo inmunoldgico de rechazo es

diferente en cada érgano.
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IV. APLICABILIDAD PRACTICA DE LOS RESULTADOS

En caso de que los resultados de este estudio se confirmaran en otra cohorte de
pacientes, se habria identificado un nuevo marcador genético-inmunoldgico facil de
determinar mediante métodos poco invasivos, que nos permitiria identificar antes del
trasplante, a un subgrupo de pacientes con mayor riesgo de desarrollar recidiva viral
grave, con las consiguientes repercusiones prondsticas, preventivas y terapéuticas. Entre
las medidas preventivas se encontraria la limitacidon, en este subgrupo de pacientes, de la
utilizacion de injertos procedentes de donantes mayores de 40 afios y evitar en lo posible
el exceso de inmunosupresion. Entre las medidas terapéuticas estarian el inicio precoz del
tratamiento antiviral y la prolongacién en la duracién del mismo. Asi mismo, disponer de
un marcador predictor de rechazo agudo, permitiria adecuar la intensidad de la
inmunosupresion al riesgo inmunolégico de cada paciente y de este modo, evitar o
minimizar los efectos adversos derivados del tratamiento inmunosupresor y su

repercusion sobre la gravedad de la recidiva viral.

Para validar los hallazgos de este estudio, se ha iniciado un estudio retrospectivo en

otra cohorte de pacientes espafioles trasplantados por VHC procedentes de otro centro.
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Conclusiones

Las conclusiones derivadas de los resultados de esta Tesis Doctoral se agrupan en

dos bloques:
I. Conclusiones relacionadas con la evolucidn clinica de los pacientes:

1. El porcentaje de pacientes que desarrollan recidiva grave del VHC después del

trasplante hepatico en nuestra serie (33.8%) es similar al descrito en la literatura.

2. Se confirma que la edad del donante mayor de 40 afios es un factor de riesgo de la

recidiva grave del VHC.

3. Se confirma que el tratamiento antiviral con interferon pegilado y ribavirina es mal
tolerado en los pacientes trasplantados, debiendo interrumpirse en la tercera parte

de los pacientes por efectos secundarios.

4. En los pacientes que completan el periodo de tratamiento antiviral, la tasa de
respuesta viral sostenida (58.3%) es similar a la descrita en pacientes no
trasplantados, confirmandose que la respuesta es mayor en los pacientes infectados

por genotipo 3 del VHC que en los infectados por genotipo 1.

5. El riesgo de rechazo es menor cuando se utiliza tacrolimus en el régimen

inmunosupresor inicial que cuando se utiliza ciclosporina.

Il. Conclusiones relacionadas con la distribucion de los polimorfismos genéticos de las

citocinas:

1. Los pacientes con trasplante hepatico por cirrosis por VHC incluidos en este estudio
tienen mayor frecuencia de genotipos que condicionan una baja produccion de
citocinas antiinflamatorias (IL-10) y una alta producciéon de mediadores profibréticos

(TGFbeta), que las descritas en la literatura en la poblacidon espafiola sana.

2. Los pacientes homocigotos para el alelo T del polimorfismo del IL-1R 1970 tienen

mayor riesgo de recidiva grave del VHC que los portadores de otros genotipos.

3. Los pacientes homocigotos para el alelo G en la posicion -174 en el promotor del gen

de la IL-6 tienen menor riesgo de rechazo agudo.
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Sociedad Ibérica de Citometria. Barcelona, junio de 2007.
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Mons V. Los polimorfismos genéticos de las citocinas influyen en la gravedad de la
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