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RESUMEN
Laura Esthela Cisneros Garza Fecha de Graduacion: Octubre, 2002

Universidad Autdonoma de Nuevo Ledn Facultad de Medicina

Titulo del Estudio: FIBROGENESIS HEPATICA EN LA RECIDIVA C

POSTRASPLANTE: PAPEL PATOGENICO DEL TGFf

Numero de paginas: Candidato para el grado de Doctor en
Medicina con especialidad en

Hepatologia

Area de Estudio: Ciencias de la Salud

Propésito y Método de Estudio: Los pacientes que son sometidos a trasplante
Hepatico por cirrosis por virus de Hepatitis C, presentan de manera universal
racidiva de la infeccidn por el VHC, con una caracteristica fundamental, fibrosis
acelerada con rapida progresion a hepatopatia grave e irreversible. Sin embargo
los factores involucrados en la fibrosis acelerada del injerto en éstos pacientes
nunca habian sido investigados. El TGFP es la citoquina mas importante en el
desar¢llo del proceso fibrogénico, al favorecer la fibrogénesis a través de su
efecto estimulador sobre las células estrelladas, aumentando los niveles del
RNAm del procolageno tipo 1, ademas de inhibir los procesos colagenoliticos.
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Distintos estudios in vitro han sugerido que los dos inmunosupresores
fundamentales en el trasplante hepatico. La Ciclosparina y el Tacrolimus , tienen
efectos contrapuestos, Ciclosporina estimulando la produccion de TGFp v
Tacrolimus inhibiéndolo. Este posible efecto regulador de los inmunosupresores
sobre el TGFf no habia sida investigado en el trasplante hepatico. Per lo que el
objetivo general del presente estudio fue: Investigar la correlacién de los niveles
del RNAMTGFp y el grado de fibrosis en la recidiva del VHC postrasplante, y
como objetivos especificos fueron. Determinar los niveles del RNamTGF[ en
tejido hepatico en pacientes con trasplante hepético con recidiva de (a hepatitis C
y determinar el grado de fibrosis en los mismos pacientes establecienda su
correlacidn, asi como investigar si el tipo de farmaco inmunosupresar fundamental:
Ciclosporina o Tacrolimus, y sus dosis acumulativas determinan los niveles del
RNAMTGFp en éstos pacientes, por lo que se realizé un estudio observacional
analitico, trasversal comparativo incluyéndose tres poblaciones de pacientes,
pacientes trasplantados y c¢on recidiva de la hepatitis C, pacientes no
trasplantados tanto partadores de cirrosis hepatica por virus C, coma de hepatitis
cronica secundaria a virus C y pacientes controles determinandoseles en
muestras de tejido el RNAMTGFB ,por RT-PCR y realizanda una PCR
semicuantitativa para la obtencion de los resultados.

Contribuciones y Conclusiones: Se encontrd relacidn estadisticamente
significativa entre el nivel del RNAMTGF( y el grado de fibrosis en la biopsia
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hepatica. El RNAMTGFp se expresa mas a mayar grado de fibrosis. El grado de
expresion no depende del tipo de inmunosupresor empleado, ya que no existid
diferencia significativa en la expresion del RNAMTGFJ en relacion al tipo de
inmunosupresor usado. Asi mismo se encontré mayor intensidad de expresién del
RNAMTGFp en pacientes trasplantadas con recidiva C y fibrosis rapida que en los
que tenian fibrosis lenta, 1o cual nos dice que la expresién del RNAMTGFf es mas
intensa a mayor rapidez de progresién de la fibrosis. El indice de progresidn de la
fibrosis en los pacientes trasplantadas con recidiva de hepatitis C fue de 12 afos
en comparacién de los 30 arios que se han reportado en la literatura por Poynard
el cual se encuentra en pacientes con hepatitis cronica C no inmunosuprimidos.
EL TGFB juega un papel en la fibrosis del injerto en pacientes ¢on trasplante
hepatico y recidiva C, no obstante ya que la intensidad de la expresion del TGFf
en los pacientes trasplantados no difiere significativamente de la observada en los
pacientes no trasplantados con hepatitis C, por lo que la gran rapidez de
progresion de la fibrosis en los pacientes trasplantados con recidiva C , ha de ser
debida a mecanismos no reflejados por al grado de expresion del TGF , cabe
sugerir que otros mecanismos profibrogénicos estan también activados y/o que los
mecanismos colagencliticos estan disminuidos para poder justificar la progresion
acelerada del depdsito de colagena en el injerto hepatico en los pacientes con

recidiva C postrasplante.

Firma del Asesor
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CAPITULO |

INTRODUCCION

1.1 EVOLUCION DEL TRASPLANTE HEPATICO:

Pasado, Presente y Futuro

La historia de los trasplantes es un ejemplo de como la medicina modema ha
progresado extraordinariamente gracias a su trabajo en equipo, a su
superespecializacion y a su caracter multi e interdisciplinario. La conjuncién de
numerosos factores, el desarrolio de (as diversas ramas de las ciencias meédicas y
basicas, asi como la tecnclogia modema, han hecho que los trasplantes de
organos, que se consideraban un reto lejane en la década de los sesenta,
constituyan en la actualidad un procedimiento rutinario de la practica médica, lo
cual ha contribuido a prolongar la supervivencia global de la poblacian.

Los trabajos experimentales de la primera década del siglo XX, encabezados
por Alexis Carrel (1902), hicieron de los trasplantes de érganos vasculanzados
una realidad técnica. (1)
Posteriormnte aparece la importancia del aspecto inmunalégico en el trasplante,ya
que la inmunologia del trasplante nacié con una serie de trabajos que demostraron
que el rechazo de los 6rganos, se debe a un mecanismo inmunaldgico (fendmeno
de segundo injerto y de |a transferencia de @ inmunidad) y que le valieron a
Medawar (1944) el premio Nobel (1).

El primer trasplante hepético experimental usando una técnica auxiliar en

perros, fue llevado a cabo hace 45 afios, en 1955 por Welch de Albany, Nueva



York, que describi6 la insercidn de un higado auxiliar colocado heterotépicamente
en la pelvis o en la regidon paravertebral. La vena porta fue anastomosada a la
vena cava inferior y la arteria hepatica a la aorta ¢ a la arteria iliaca, ng se usd
inmunosupresion. El primer trasplante hepatico experimental que fue ortotopico
fue llevado a cabeo por Cannon en la Universidad de Califomia en los Angeles en
1956, sin embargo ninguno de los perros sobrevivid.

En1958, Se establecieron dos sitios de investigacion en Trasplante Hepatico
el Hospital Peter Bent Brigham en Boston, Massachussets, bajo la direccion de
Moore cuyo foco de investigacion fue la Inmunalogia del trasplante Hepatica (3)y
la Universidad del Naoreste de Chicago, bajo la direccién de Starzl, centrandose en
la regeneracion hepatica y los factores de crecimiento hepatotréficos(4).

Las soluciones de preservacion usadas que comrespondian a solucion salina
fueron remplazadas por la solucidn de Collins, que permitia un tiempc de
preservacion de § a 6 horas ; mas tarde la Universidad de Wisconsin logra un
tiempo de preservacién de 18 a 24 horas.(5)

En la década de los aifios cincuenta y sesenta, aparece la inmunosupresian,la
cual inicia primero ¢on la iradiacion corporal total y posteriormente |a aparicion de
la inmunosupresion quimica con el uso de la azatioprina en 1963, cuando se
comienza a pensar en los trasplantes de dérganos como una realidad clinica,
realizandose los primeros trasplantes clinicos con éxito (de rfion en Paris y
Boston, de higado en Denver, de pancreas en Minessotta y de carazén en Ciudad
del Cabo y en Stanford). Asi mismo otros factores importantes que durante éste
periodo influyeron en el desamoilo de los trasplantes clinicos fueron los trabajos

sobre HLA y tipificacion tisular de Dausset y Terasaki, los avances sobre



preservacion de drganos mediante técnicas de perfusion ex situ, y el
reconocimiento en 1968 de la muerte carebral.

De primer intento de trasplante hepatico en humanos fus realizado por Starzl
en 1963, el receptor fue un nifio de tres afios de edad con atresia de vias biliares,
que habia tenide multiples operaciones previamente y que murid por coagulopatia
incontrolable (4,6). El primer tragplante humano exitoso fue llevado a cabo por
Starzl en 1967 en la Universidad de Coloradg, siendo el receptor un nifio de 18
meses de edad con carcinoma hepatocelular con sobrevida de mas de un ano,
falleciendo por recurrencia tumoral(4 ).

Posteriormente se establecieron grupos de estudio en trasplante hepatico a
nivel mundial Calne de la Universidad de Cambridge y el hepatdlogo Williams de el
hospital King's College en Londres (7), en 18972 en Hanover, Alemania bajo la
direccién de Pichimayr y en Paris en 1974 un grupo dirgido por Bismuth,

Se demostrd que el trasplante hepatico era una realidad sin embargo iba
acompanado de una gran mortalidad por lo que no era una solucién practica.

En la década de los 70 los centros pioneros realizaran experiencias en
trasplantes, de rifidn, higado y corazdn, desarrolldndose las técnicas quirirgicas y
anestésicas, €l control postoperatorio, un mejor conocimiento de los mecanismos
inmunol¢gicos del rechazo , y la deteccion oportuna y manejo de las infecciones,
y lo que hizo una realidad y consolidd todos los programas de trasplante fue la
aparicion en 1972 de la Ciclosporina A por Borel y sus pnimeras aplicaciones
clinicas por R Clane en 1978 revolucionaron la Inmunosupresion y el trasplante de

organos; La CsA es un potente inmunosuprescr que permitio romper |a barrera



inmunologica que es la colocacion de un drgang extraiio a un organismo vivo, sin
ser rechazado(8,9).

En 1984 se descubrid el tacrolimus conocido como FK-506 a partir de 1989 fue
introducido por el Dr Starlz en Pittsburg, primero como altemativa a la
ciclosporina en los rechazos refractarios y cronicos y después en Ia
inmunasupresion primarias. El FK es un potente inhibidor de la calcineurina (10)

y posteriormente el desamrello de anticuerpas monoclonales.

Posteriormente en los 90's nuevos agentes inunosupresores como: el
Micofenolato Mcofetil y la Rapamicina (11)

Y a finales del sigle XX: el problema principal radica en |la bisqueda de nuevas
fuentes de organos, ya que al considerarse el trasplante como la terapéutica de
eleccion en las enfermedades terminales del higado, el numero de los pacientes
en lista de espera rebasa a los pacientes, a quienes se les puede realizar el
trasplante ya que la donacién de drganos de donante cadavérico varia de pais a
pais, teniendo camo el mejor ejemplo en donacidn de érganos a Espaiia con un
numero de donaciones por afio de 33.9 por millon de habitantes, seguido por
Bélgica con una donacion de 25.6 por millon de habitantes, Austria con 24
donacianes por millon de habitantes, Estados Unidos 22.3 y Meéxico alrededor de
.7 donaciones por millén de habitantes, y aun paises como Espafia quien tiene
tanta donacidn cadavérica aun asi existe una mortalidad en lista de espera de 15-
25% al afo por lo que se han ideado nuevas estrategias para obtencién de mayor
cantidad de ¢rganos : entre ellas tenemos el Donante Vivo (12), éste tipo de
trasplante se inicio para dar respuesta a la falta de érganos del tamario adecuado

para la edad infantil. La ausencia de injertos daba lugar a una mortalidad en |z lista



de espera que ascendia hasta un 30% en la poblacidn infantil. La obtencion de un
segmento hepatico a partir de un familiar del nifo, generalmente de la madre, o el
padre permitid dar la oportunidad del trasplante hepético a éstos nifios. Primero
inicio en Estados Unidos y después en paises asiaticas, donde desde el punto de
vista legal, (a donacién cadavérica estaba muy limitada, y la donacion de donante
vivo relacionado fue aceptada, permitieron confirnar las expectativas de éste
trasplante, reduciendo en forma drastica la mortalidad en listas de espera, y
consiguiendo una supervivencia a largo plazo cercana al 85%(14). Poco a poco, la
experiencia que se iba adquiriendo en el donante vivo(12,13,14), ha pemitido la
division del higado a partir del donante cadaver, con la misma seguridad para los
dos segmentos creados, dando lugar al Danante Dividido (Donante Split) (15),
éste procedimiento permite dos trasplantes hepaticos de un mismo donante
cadaverico, implantando el Iébulo derecho a un receptor adulto el I6bulo izquierdo
0 el segmento lateral izquierdo trasplantado a un nifo. Los érganos usados en ¢l
trasplante dividido pueden ser compartidos entre dos instituciones o usarse en un
mismo centro de trasplantes todo esto ha hecha que la lista de trasplante hepatico
infantil, sea una realidad vy la lista de espera en Europa sea practicamente nula. Se
han ideado técnicas para la obtencion de érganos de donantes en asistolia, se han
tratado de usar higados de donantes subdptimos, por ejemplo con esteatosis
hepatica, o trasplantar drganos de pacientes con virus C a un receptor de portadar
de cirrosis hepatica secundaria a virus C.

El Xenctrasplante es el uso de otras especies animales como fuente de organos
para los humanos, usando al c¢erde, como un donador potencial de higado, esto

se basa e que el tamafio hepdtico es apropiado, en que existen recursos



ilimitados,.en la capacidad de tratarlos con ingenierfa genetica, y el contral mas
facil del riesgo de infacciones zoonoticas.(16,17) El problema principal del
xenotrasplante reside en la posibilidad de rechazo hiperagudo, agudo y rechaze
celular, asi como el riesga potencial de transmision de agentes infecciosas de el
cerdo al receptor,

El futuro del trasplante hepatico se centra en la aplicacion de nuevas técnicas,
come son: El trasplante de hepatocitos, en el que las células hepaticas pueden ser
aisladas de un numero de especies incluyendo los humanos, cultivadas y
criopreservadas para su Uso futuro. Las células cullivadas pueden ser
directamente trasplantadas de donadores alogénicos (un proceso queé requiere
inmunosupresion) o trasplantadas hacia un individuo despueés de ser obtenidas
quirlirgicamente realizdndosele en cultivo transduccion con un gen terapéutico
para una proteina defectuosa o ausente; no requiriendo por ende de
inmunosupresion.(18,19)

Y por Ultimo tenemos a |a terapia génica que puede ser usada para remplazar un
gen perdido, sxpresar un gen que no es normalmente expresado en el higado,
interferir con una expresion génica o reparar un gen mutado. Se han desarrollado
vectores virales y no virales dirigidos al higado (20).

Se espera que en el futuro, Ia necesidad de trasplante hepatico disminuya, de
lograse el desarrollo de tratamientos meédicas efectivos, usando terapia génica, lo

que lograria resolver problemas metabélicos virales e inmunoldgicos



1.2 OBTENCION DE ORGANOS PARA TRASPLANTE

Existen ademas otros factores que han sido imprescindibles para lograr el éxito
en tales programas como son: la disposicidn de érganos en dptimas condiciones
para trasplantar y la aparicion de organismos que se encargan de la coordinacién
de la donacidn de organos.
Al inicio en la década de los ochenta, los equipos de trasplante renal eran en la
practica auténomos, trasplantando los rifones obtenidos en sus propios hospitales
0 en centros préximos cuyos pacientes se encontraban en lista de espera en el
centro de lrasplantes, siende los propics hospitales los que crearon su prapio
sisterna de coordinacion.

Hasta que se establecido el Modelo Organizativa Espanol (21), en el que la
Organizacion Nacional de Trasplantes creada sobre papel en una resolucion del
27 de Junio de 1980 y siende dotada de estructura fisica en 1989,basd su
estrategia en un objetivo principal, |a obtencidn de ¢rganos para trasplantes,
creando para ello una red de coordinacién a tres niveles: Nacional, Regional y
Local consiguiéndose descentralizar el sistema de coordinacion y conseguir el
maximo nivel de cooperacién en objetivos comunes, éste modelo de abtencion de
arganos ha sido un modelo prototipo que se ha tratado de instaurar en otros
paises para incrementar la donacién de érganos para trasplame(22). Al mismo
tiempo se ha tratado de concientizar a la poblacidn, con programas continuos de
informacion a través de los medios de comunicacién, y capacitacion de la
pablacidn desde la educacidén primaria sobre |a cultura de donacion de drganos

(23,24).



1.3 INFRAESTRUCTURA DE UNA UNIDAD DE TRASPLANTE HEPATICO:

Para la realizacion del Trasplante Hepético se requiere una infraestructura
impartante, pudiéndose realizar salamente en hospitales de tercer nivel, en el que
se estén realizando ya de antemano un programa trasplantes, pudiendo ser éste
de rifdn. Requirienda un equipo de expertos en diferentes areas:

a) Quirtrgica: el trasplante hepatico requiere un equipe quirirgico experto en
cirugia hepatica, ademas de contar con el personal necesario tanto para la
extraccion del higado del donante y el equipo encargado de |a implantacian del
higado en el receptor.

b) Donacion: A cargo del Coordinador de Trasplantes: TPM (Trasplant
Procurement Management) es el profesional que obtiene y distribuye los
arganos y tejidos para el trasplante (25).

c) Intensivistas; que llevaran a cabo ¢l mansjo poslopsratorio inmediate, con la
deteccién temprana de complicaciones.

d) Hepalologia: Se requiere personal experto en la evaluacion y el manejo de las
enfermedades hepaticas, |a evaluacion pretrasplante, la evaluacion
preoperataria y el seguimiento postoperatorio, la instauracion y el control y
seguimiento del tratamiento inmunosupresor. Asi como la deteccidn de
complicaciones tempranas y tardias y su tratamiento.

e) Pediatria: quien corresponderia a un gastroenterélogo pediatra quien tendria las

mismas funciones del hepatbloge en los pacientes pediatricos.



f Infectologia: ya que los pacientes ftrasplantados cursan con infecciones
oportunistas favorecidas por el us¢ de inmungsupresion, se requiere la
participacion activa del servicio de infectologia.

Se requiere integrar un Comité de seleccion para evaluar a los individuos

candidatos a Trasplante Hepatico, que serdn inscritos en |a lista de espera, debera

de constar de personal médico: Hepatblogos y de personal quirargico; Cirujanos
asplantdlogos, asi mismo de anestesistas, junto con uno o varios miembros del

comité de ética.

1.4 INDICACIONES DE TRASPLANTE HEPATICO:

Cualquier enfermedad hepatica grave, mortal y sin tratamiento altemativo eficaz
es tributaria a trasplante hepatico, cuando sabemos que las posibilidades de
supervivencia al afio son menores que con el trasplante. Se debe recomendar el
trasplante cuando se estime que el (la) paciente tiene un 90% de posibilidades de
fallecer al afo sin trasplante (26,27). Las categorias que actualmente constituyen
indicacion de trasplante hepatico en pacientes adultos se describen en la tabla |.
Las indicaciones del trasplante hepdtico quedan divididas, en 1) colestasis crénica
2) Cirrosis de arigen no biliar (0 de origen hepatocelular) 3) tumores hepaticos

4) insuficiencia hepatica aguda 5) otras enfermedades congénitas y metabdlicas.



Tabla | : Indicaciones de Trasplante Hepatico

10

COLESTASIS CRONICAS:
u Cirrosis Biliar Primaria
a Colangitis Esclerosante Primaria
CIRRQSIS DE ORIGEN NO BILIAR O DE ORIGEN HEPATOCELULAR:
u Posthepatitica C
m Posthepatitica B
® Alcohdlica
& Autginmune
m Criptogénica
TUMORES HEPATICOS:
w Hepatocarcinoma
INSUFICIENCIA HEPATICA AGUDA:
a Hepatitis Virica
a Hepatitis Toxico- Medicamentosa
m Causa Indeterminada
OTRAS ENFERMEDADES:
Trastomos Metabdlicos hepéaticos con o sin afectacian estructural del higado:
m Hemocromatosis
s Enfermedad de Wilson
m Polineuropatia Amiloidotica Familiar
® Hiperoxaluria Primaria Tipo 1

. Sindrome de Budd Chiari
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1.4.1 COLESTASIS CRONICAS

Dentro de las colestasis crdnicas tanemos a la cirmosis biliar primaria (CBP) y a la
colangitis esclerosante primaria (CEP) Tabla I.

La CBP, es una inflamacion y destruccién crénica de los caonductos biliares
intrahepaticos, que conduce al desamollo de colestasis crdnica, es un prablema
que se presenta en mujeres de edad media, de la 4ta a 6la década de |a vida, con
elevacion de IgM y anticuerpos antimitocondriales positivos, especificamente los
M2. El acido ursodesoxicdlico puede mejorar la sobrevida y retasar la necesidad
de trasplante (28). La mayor parte de los centros de trasplantes repartan sobrevida
a un ano de 85-90% y a § arios de 70 a 80%(29). El momento adecuado para la
realizacion del trasplante esta mostrado en la tabla ll., en el apartado de coleslasis
cronicas. El riesgo de recurrencia postrasplante, se reporta en 8.7%(30).La
presencia de ceélulas plasmaticas en el infiltrado portal parece ser un marcador
temprano de recurrencia (31,44)

La colangitis esclerosante primaria (CEP), colestasis ¢crénica secundaria a lesiones
de inflamacion, estenosis y dilatacion de la via biliar intra y extrahepatica y
conduce a una cirrosis de tipo biliar (32). Son frecuentes los episodios de
colangitis presentandose ademas complicaciones de hipertension portal. Se
asocia a enfermedad intestinal inflamatoria, sobretodo a colitis ulcerosa cronica
inespecifica. En el 5-25% de los casos puede desarrollarse un colangiocarcinoma
que es una contraindicacion de trasplante por el riesgo elevado de recidiva
postrasplante, por lo que debe descartarse su presencia en el estudio
pretrasplante. La indicacion més importante de trasplante en ésta enfermedad son

los cuadros de colangitis de repeticidn, otras serian, insuficiencia hepatica grado



Tabla |l. Momento adecuado para la realizacién del trasplante
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_ COLESTASIS CRONICAS: Cuando presenten uno o mas factores
-Bilirrubina sérica > 10 mg/d|
-Albumina sérica< 2.8 g/L
-Ascitis
-Encefalopatia hepatica
-En Colangitis esclerosante primaria: infeccidn biliar recidivante
. CIRRQSIS NO BILIAR:
- Desnutricion
- Albumina sérica <a 2.8 g/L
- Ausencia de Hepatomegalia
- Antecedente de peritonitis bacteriana espontanea
- Sindrome hepatarrenal
- Excrecion urinaria de sodio < 2 mEq/24 horas

- Sodic plasmatico < 133 mEqg/L

- Méaximo volumen urinario tras sobrecarga acuosa < 6 ml/min

- Presidn arterial media < 85 mmHg

- Pacientes con encefalopatia hepatica cronica

- Pacientes can hemorragia variceal y funcién hepatica grado C de Child-Pugh

. HEPATOCARCINOMA.

- Diametra:nodulo unico: < & cm.

.muitinodular; 2 ¢ 3 nédulas, diametro del nddulo mayar < 3 cm.

- Ausencia de invasion tumoral de grandes vasos hepéticos
- Ausencia de metastasis extrahepaticas

-Tumor no tributaria de reseccién quirdrgica
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B/C Child, bilimubina sérica supsrior a 6mg/dl, €l prurito intratable, y la osteopatia

grave. Presenta recidiva postrasplante en un 8% de los casos (34,44)

1.4.2. CIRROSIS DE NO BILIAR O DE ORIGEN HEPATOGCELULAR

Dentro de éste grupo se encuentran las cirrgsis secundarias a Hepatitis B, la
secundaria a Hepatitis C, la cirrosis de origen alcohdlico, la de origen auto inmune
y la criptogénica en la que desconocemos la etiologia. estableciéndose como
momento adecuado de trasplante las caracteristicas mostradas en (a tabla Il
pacientes con estado funcional B o C de Child, que presenten descompensacion
de su hepatopatia crénica, ya sea con ascitis intratable, con antecedentes de
peritonitis bacteriana espontanea © la presencia de sindrome hepatorrenal,
pacientes con encefalopatia hepatica cronica, 0 aguda secundaria a una
insuficiencia hepatica aguda @ con hemormragia varceal que no cede a manejo
establecido, ya se con escleroterapia, ligadura de varices, o con la colocacion de
TIPS(35). Existen caracteristicas especificas en ¢ada patolog/a:

La cimosis secundaria a virus B, la cual se consideraba contraindicacion de
trasplante, hasta el advenimiento de la lamivudina , actualmente estd aceptada
como indicacidn de trasplante una vez se ha negativizado el DNA del virus por
medio de terapéutica con lamivudina que se usa como tratamiento
pretrasplante(36), podra realizarse &l trasplante, bajo una estrecha vigilancia para
evitar la recidiva del virus usando gammaglobulina hiperinmune postrasplante
inmediato a razon de 10,000Ul intravenogsa, en fase anhepatica y a las 24 hrs. del
trasplants, y continuar con 4,000 Ui diarias la primer semana, 4,000 Ul semanales

por 1 mes y luego 4,000 Ul mensuales, hasta lograr tener un nivel de anticuerpos
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por arriba de de 100 Ul/ml si el paciente entrd al trasplante con AgeVHB (-) y DNA
VHB (), pero si ambos fueran positivos requeriria mantener un nivel de
anticuerpos por arriba de 500 Ul (37), junto con lamivudina a dosis de 100 mg
diarios (38) Recientements se ha publicado el uso de inmunidad activa al afio del
trasplante, cuando la inmunosupresion se ha disminuido, para lograr la aparicién
de inmunidad activa, evitando la necesidad de inmunoprofilaxis a largo plazo(39).
(Tabla IV).

La cimrosis secundaria a virus C se trata con mayor amplitud en la seccién 1.11.

La cirrosis postalcohdlica, es la indicacion mas frecuente de trasplante en
Estados Unidos de Norteamérica (40), se reportan alrededor de 12,000 muertes
anuales de enfermedad hepatica alcohdlica, es una excelente indicacion de
trasplante logrando una sobrevida mayor de un 70% a 5 afos. Era
contraindicacién de trasplante por el riego de reincidencia alcohdlica, pero
actuaimente es indicacidn si reune ciertas requisitcs | es indispensable una
evaluacidn psiquiatrica antes de ser aceptados como candidatos a trasplante
hepatico; requiere de un periodo de abstinencia de 6 meses coma minimo, para
evaluar la capacidad del paciente para mantener la abstinencia alcohdlica y para
evaluar la mejoria de la funcidn hepatica, retrasando incluso la inclusidn en lista de
espera , de existir mejoria en la misma. Deberd realizarse valoracion de
enfermedades extrahepdticas, descartar afeccion neuroldgica y cardiologia
neurolégica. Requieren un apoyo familiar y social estable y fuerte, para seguir
indicaciones postrasplante (41). (Tabla IV)

La cirrosis secundaria a hepatitis autoinmune, se presenta principalmente en

mujeres, con inflamacién progresiva y fibrosis del higado con subsecuente cirrosis
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y falla hepatica. La terapeutica con corticosteroides provoca remision de la
enfermedad clinica en 80% de |0s pacientes, pralonga la sobrevida media y logra
sobrevida a 10 afios del 90%,(42) comparte las Indicaciones generales del
trasplante hepatico, se debera praponer el trasplante en pacientes can pobre
respuesta a manejo medico, ausencia de remision bioquimica y datos de
insuficiencia hepatocelular grave(43).La sobrevida postrasplante es alrededor de
90% a § anos, existe un 30-40% de recurrencia después del trasplante hepatico,
por 1o que una condicidon importante es no retirar esteroides; deberd mantenerse
por largos periodos de tiempo, el riesgo de recurrencia parece estar relacionado a

incompatibilidad HLA DR3(44).

1.4.3 TUMORES HEPATICOS

El Hepatocarcinma (HCC) es otra indicacion de trasplante que ha evolucionado
con |os anas, ya que se cansideraba wuna contraindicacicion (45).Aungue la
reseccion quirlrgica se considera el tratamiento de eleccién, con sabrevida a 5
anos 25-60%(46) con riesgo de recidiva del 50 al 86% y can trasplante hepatico el
riesgo disminuye al 10%(47) existen otras modalidades terpauticas como la
inyeccion de etanol absoluto, en lesiones pequerias de menosde 3cms (48 o la
quimioembelizacion (49). Los resultados muestran que os una indicacion de
trasplante si cumple requisitos especificos mostrados en tabla Il (50,51) el
problema radica en que el tiempo que ésos pacientes permanecen en lista de
espera, puede hacer que hepatocacinomas pequefios que eran candidatos

optimos a trasplante, desarrollen enfermedad progresiva antes de ser
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trasplantados, por lo que debera instaurarse tratamiento en lista de espera, con

quimioterapia, embolizacién tumaral, o la inyeccion de alcohol absaluto.

1.4.4 INSUFICIENCIA HEPATICA AGUDA

La Insuficiencia hepatica Aguda que se define como el desarrollo de encefalopatia
hepatica y coagulopatia severa dentro de las 8 semanas del inicio de los sintomas,
en un paciente que se encomntraba previamente sano, sin enfermedad hepatica
prexistente. Puede ser secundara a sobredosis de actaminofén, ingestion de
hepatotaxicas, ingesta de hangos como es: amanita phaloides, lesion hepatica
secundaria a drogas, Hepatitis A, y B, enfermedad de Wilson y de etiologia
descanocida, en ocasiones. Debe darse tratamiento de soporte en una unidad de
cuidados intensivos, con recuperacion espontanea y completa en algunos
pacientes, sin evidencia de lesion residual. Sin embargo en otros puede sobrevenir
la muerte por edema cersbral y falla multiorganica, debe de trasplantarse |0 mas
rdpido posible, en ocasiones una solucidn tempooral es poner al paciente en un
higado bioartificial mientras se consigue un donante (53). El trasplante hepatico
esta indicado cuando presenten encefalopatia Ill-IV sin respuesta a manejo o

cuando tengan factor V<12%.

1.4.5. OTRAS ENFERMEDADES

Dentro del grupo de otras enfermedades, que requieren trasplante hepatico
tenemos: Enfermedades congénitas © metabdlicas como serian: La
Hemocromatosis hereditaria (HH), es una enfermedad de transmisién autosdmica

recesiva, con una prevalencia estimada enire 1:200 o 1:300 entre la poblacion
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blanca, (54) caracterizada por acumulacién excesiva de hiermo en diferentes
¢organos como higado, corazon, pancreas. gonadas, oste es responsable del
desarrolio de cirrosis y de carcinoma hepatocelular. Los resultados del trasplante
parecen ser inferiores a los obtenidos por otras indicaciones deben descartarse
complicaciones cardiol¢gicas pretrasplante (54)

La enfermedad de Wilson (EW) es un trastomo de la eliminacion hepatobiliar de
cabre, que determina el desamollo de hepatitis severa aguda o cirrosis hepatica y
lesiones graves del sistema nervioso central. Se trata de aumentar su eliminacion
por medio de tratamientos farmacoldgicas como son la D-Penicilamina y trientina.
El trasplante hepatico revierte las anormalidades metabélicas asociadas a
enfermedad de Wilson, sin embargo sin mejoria en |as aiteraciones neuraldgicas
Sobrevida postrasplante entre 70-90%(55)

Otras indicaciones de trasplante menos comunes son por ejemplo:

a) la polineuropatia amiloiddtica familiar. Es una enfermedad autosdmica
dominante, (56) causada por la mutacion en un gen que cadifica a
transterritina. La variante mas frecuente es la portuguesa o tipo 1, con
mutacion del gen Met 30, en la que se sustituye una valina en la posicién
30 de la cadena de aminoacidos de la transteritina par metionina. La
transterritina andmala se deposita en forma de amiloide, causando una
polineuropatia perférica, neuropatia autondmica y desnutricion,
miocradiopatia, opacidades vitreas y sindrome nefrético can insuficiencia
renal. El trasplante hepatico logra descenso en la concentracién de la
transtenitina andémala, detiens la progresidén de la enfermedad y mejora

tanto la neuropatia periférica como el estado nutricional(57,58)



b)

c)
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Por la falta de érganos para trasplante se ha propuesto el uso de el higado
de éstos pacientes a donantes mayores de 60 afios de edad, ya que el
desarrollo de la enfermedad toma de 25 a 30 afigs, que seria la sobrevida
esperada en éstos pacientes can o sin la enfermedad, es lo que se canoce
como trasplanten dominé (59)

La hiperoxaluria primaria; @s una rara enfermedad autosdmica recesiva con
deficiencia de una enzima: la alanina.glioxilato aminotrasferasa, producido
por mutaciones en el cromosoma 2. Acumulandoss glioxilato que se oxida
a oxalato, la eliminaciéon urinaria de éste oxalato produce nefrolitiasis de
repeticion, nefrocalcinosis, e insuficiencia renal cronica; el trasplante renal
unica limita la sobrevida a los tres afios a 26%. El doble trasplante
hepatico —renal aumenta la sobrevida importantemente 80y 70% alos S5 y
10 afios respectivamente (60).

Sindrome de Budd-Chiani: es la consecuencia de la interrupcion del retomo
vencse hepatico (56).Se asocia a fenomenos de hipercoagulabilidad
(sindromes mieloprolifarativos, tumores, uso de hormanales, deficit de
antitrombina [ll, proteina C o proteina S). También se presenta como
consecuencia de trasplante de meédula dsea secundario a esclerusis
subendotelial y trombosis secundaria y oclusidn de vénulas intrahepaticas
(97) La supervivencia postrasplante es aceptable, pero debe de tratarse la

enfermedad primaria (58).
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1.5 CONTRAINDICACIONES DEL TRASPLANTE HEPATICO

Son muy pocas, las contraindicaciones absolutas, actuales para el trasplante
hepatico tanto medicas como quirdrgicas (59,60,). Enfermedades extrahepaticas
graves, par ejemplo, pacientes con cimosis pueden desarrollar hipoxia o
hipertension pulmonar, secundarias a sindrome hepatopulmonar, por la presencia
de dilataciones vasculares intrapulmonares que se presentan entre el 10-13% de
los cirraticos (Tabla Iil).

Anormalidades moderadas del intercambio gaseoso, no afectan el éxito del
trasplante, sin embargo, pacientes con hipoxia severa o con presion auricular
derecha >60mmHg tienen mortalidad muy alta perioperatoria, que se considera
contraindicacion del trasplante(61,62), as/ mismo los pacientes con enfermedad
cardiaca, vascular, neurclogica o renal grave , que tienen pocas pasibilidades de
sobrevivir, al menas que se realice un doble trasplante, higado-rifidn, o higado-
corazan-pulmdén, que se reserva para pacientes jovenes con patologia hepética no
cirrdtica, como serian las anomalias congénitas, la enfermedad poliquistica o la
hiperaxaluria primaria, cuya sobrevida postrasplante es similar a |a observada en
el trasplante hepatico aislado. La infeccion sistémica generalizada, seria
contraindicacién por el uso de altas dasis de inmunosupresién.

La existencia de tumor maligno fuera del higado ya sea primario o metastasico,
supone una contraindicacion absoluta y permanente por el rapido crecimiento del
mismo con tratamiento inmunosupresor. El haber tenide antecedente de neoplasia
extrahepdtica no es una contraindicacion si se ha cumplido un periodo de mas de

5 anos desde el control de Ia neoplasia hasta el trasplante (83). En los tumares
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hepaticas, debe reservarse el trasplante hepatico para aquellos pacientes con bajo
riesgo de recidiva tumoral, postrasplanta.

El sindrome de inmunodeficiencia adquirida era contraindicacién absoluta a
principios de los 90°s, sin embargo ya existen protocolos mundiales, aunque aun
no hay suficientes datos publicados, que incluyen pacientes con VIH mas cimosis
descompensada secundaria a virus, siempre que tengan una enfermedad estable
con cuenta de CD4 por ariba de 200 células/mm3, y no han mostrado, hasta el
momento, mayor rango de complicaciones que el resto de los pacientes
trasplantados.

Desde el punto de vista quirirgico ya no se consideran contraindicaciones
absolutas la trombosis portal parcial o completa ya que si existe un vaso
mesentérico 0 una vena mesentérica distal de calibre adecuado permeable, se
coloca una anastomosis con la vena porta medianteé un injeto venoso , que
permiten restablecer la circulacion(64). O el antecedente de multiples cirugias y
adherencias masivas. Actualmente no se consideran contraindicaciones absolutas.
La tabla Il describe las contrandicaciones generales y la tabla IV las especificas

de trasplante hepatico.
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Absolutas:
-Enfermedades extrahepaticas graves, mortal a corto plazo
-Infecciones extrahepaticas graves

-Sindrome de inmunodeficiencia adquirida

Relativas:

Adherencias masivas

Trombosis portal completa

Mal estado nutricional

- Insuficiencia renal

- Edad avanzada (mayor de 65 arios)

- Antecedente de neoplasia extrahepatica menor a 5 ainos

- Escasa posibilidad de seguir controles y tratamientos necesarios después

del trasplante.




Tabla IV. Contraindicaciones Especificas del Trasplante Hepitico

« En pacientes con alcoholismo

- periodo de abstinencia menor a § meses
- deterioro neurcldgico importante

- circunstancias socio-familiares muy desfavorables

o [En pacientes con infeccion por VHB

- replicacion viral activa: AgeVHB y/o DNA-VHB pasitivos
( en pacientes tratados con lamivudina, AgeHB positivo con

DNA-VHB negativos indica ausencia de replicacion viral)

« En pacientes con Hepatocarcinoma

- nédulo Gnico de diametro mayor de 5 cms.

- multinodular, mas de tres nédulos ¢ diametro del nddulo mayor de
3 cms

- invasién tumoral de grandes vasos extrahepaticos

- metastasis extrahepaticas
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1.6 EVALUACION DE LOS CANDIDATOS A TRASPLANTE HEPATICO:

Con objeto de establecer la indicacion de trasplante hepatico y de conocer si
existen puosibles contraindicaciones para el mismo, asi como para obtener datos
de interés para el periodo post-operatorio, en los pacientes candidatos a trasplante

hepatico, se debe realizar la siguiente evaluacién:

a) Historia clinica y exploracion fisica completos
b) Examenes de laboratoric: hemograma completo
perfil bioquimico completo

perfil de coagulacion campleto

¢) Evaluacidn en relacidn a Mepatopatia:
-Pruebas funcidn hepatica completas
-Marcadores virales:
.H BsAg y Anticore total
.Si éste es positivo: AgeVHB, AseVHE, DNA-VHB, y anti-VHD
Anti-VHC . si es negativo y no se encuentra la etiologia
.PCR-VHC
- Autoanticuerpos.AML ANA AMA,AMHR . EP
- Femitina

- Ceruloplasmina

-Endoscopia de tube digestivo alta



-Valoracién de permeabilidad portal:
.ECO-Doppler abdominal
.En caso de que ECQO-Doppler sugiera trombosis portal
: arteriografia del tronco celiaco y mesentérica superior con
retomo venoso .
d) Evaluacion en relacidn a hepatocarcinoma estadiaje mediante:

- Ecografia abdominal

-TAC toraco — abdominal

- Arteriografia

- Gammagrafia ¢sea. Opcional: RMN.

- Otras pruebas analiticas, radioldgicas e histologicas necesarias
para confimar el diagndstico y establecer el estadia evolutivo de la
hepatopatia.

e) Evaluacidn Cardiocirculatoria:
-ECG
- ecocardiograma: en pacientes con historia de alcoholismo, para
descartar la presencia de miocardioptia dilatada.
- adad > 60 afios o sospecha de valvulopatia.
- 8N pacientes con cardigpatia isquémica o factores impartantes de
riesga caronario: pruebas de esfuerzo o de estrés con dobutamina
- fondo de ojo.
- radiografia de abdomen (bUsqueda calcificaciones arteriales).
f) Evaluacion Respiratoria

- Radiografia de torax

24



25

- Pruebas de funcion respiratoria
-Gasometria arterial
-En caso de sospecha de sindrome hepatopulmonar o hipertension
pulmonar: pruebas adecuadas, de acuerdo con Anestesiologia y
Neumologia.
f) Pruebas de Interés para la seleccion del donante de drgancs y para la
transfusion de Productos Hematicos:
- Grupo ABO y Rh
- Anticuerpos anti-eritrocitarios irregulares.
- Anticuerpos anti-HLA circulantes.
g) Evaluacion del Estado Basal Infeccioso: .
- Anticuerpos anti-HIV
- Anticuerpos anti-CMV
- Anticuerpos anti-EBV
- Anticuerpos anti-herpesvirus
- Anticuerpos anti-toxoplasma
- Serologla luética
- Intradermorreaccion a la tuberculina
- Exploracién de posibles focos sépticos, especialmente bucales
h) Otras Pruebas: en pacientes alcohdlicos:
- Evaluacion alcohdlica especifica
~-En pacientes con deterioro neuropsicolagico evidente: TAC craneal
Una vez que sl paciente es incluido en la lista de espera, sobreviene un problema:

La escasez de recursos en el ambito sanitaric y 1a existencia de las listas de
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espera. Las cuales son un problema que afecta a la mayoria de los sistemas de
salud, ya que ofrecen a sus ciudadanos un libre accesao al sistema sanitario pero a
la vez disponen de recursos limitados; una de las consecuencias més importantes
de |la escasez de recursos es la necesidad de tomar decisiones sobre prioridades,
es decir, establecer los criterios sobre quien tiene mas derecho que otro,

En el caso de los trasplantes, a |la escasez de recursas financieros comun al resto
de actuaciones en el ambito de los cuidados de la salud, se une la escasez de
organos que junto con el aumento en las indicaciones de los trasplantes, debido al
buen resultado de los mismos, son [a causa de aumento en la listas de pacientes
en espera de un drgano para ser trasplantado, esto conlieva una mortalidad de 15-

20% en |a lista de espera.

1.7 DISTRIBUCION DE LOS ORGANQS PARA EL TRASPLANTE
1.7.1 MODELO ORGANIZATIVO ESPANOL

Los principios de justicia distributiva y equidad presidiran el repario de todos los
érganos obtenidos para trasplante (24). Bajo este principio general deberad
procederse a reparlir los drganos basandose en criterios exclusivamente meédicos,
buscando la mas idonea adecuacion donante-receptor. Se utilizaran como
principales criterics médicos: la necesidad meédica del receptor y la probabilidad de
éxito del trasplante. Siempre de acuerdo con los conocimientos cientificos vigentes
a cada momento, estado el profesional sanitario que lleve a cabo |a seleccion del
receptor siempre en disposicion de justificarla. Por ejemplo, en Espara, la

distribucion de drganos se realiza en base a criterios clinicos y temitoriales,



27

marcados por los representantes de |as distintas comunidades auténomas en la
sede del Consejo Interternitorial, el Modelo Organizacional Espafiol incluye a la
Organizacién Nacional de Trasplantes (ONT)(65), creada en papel, por resolucion
el 27 de junio de 1980,y con estructura fisica y personal a partir de 1989, basando
su estrategia en un objetivo principal, la obtencidon de ¢érganos para trasplantes,
creando para ello una red de coordinacion a tres niveles: Nacional, Regional y
Local (22,25); La ONT, es una institucion a nivel nacional que permite la
armonizacién e integracién de todos los esfuerzos realizados a nivel local. La
relacién permanente entre la coordinacion nacional y las coordinaciones
autonomicas y hospitalarias, asi como con los profesionales de los diferentes
equipos de trasplantes, ha sido sin duda, fundamental para alcanzar los
excelentes resullados que se han obtenido en éste pais, cada una de las 17
comunidades auténomas en Espafia, tiene un representante en la Comision
Permanente de Trasplante de Organos y Tejidos del Consejo Interterritorial del
Sistema Nacional de Salud. Esta comision es el foro dénde se debate cualquier
tema relacionado con el trasplante y que afecte a mas de una comunidad
autonoma. Cualquier discusion o acuerdo es aqui consensuado entre el
coordinador nacional y |08 representantes autondémicos, asl mismo, existe ademas
una coardinacidon hospitalaria local, que es la respansable directa de la deteccion
de donantes y de iniciar y coordinar todo el proceso que implica la conversion de
donantes potenciales en donantes reales, éste red a logrado poner a Espana, en
el primer lugar en €l mundo en donacion de drganos, teniendo 33.9 por millén de
habitantes, siendo las comunidades de Cantabria y del Pais Vasco las que mas

contribuyen a éstas cifras (€3.5 y 50.2 por millén de habitantes. respectivamente )
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1.7.2 MODELO ORGANIZATIVO AMERICANO: UNOS

En Estados Unidos la UNOS (United Netwaork far Organ Sharing) es un organismao
privado, no lucrativo, bajo supervision del gobiemo, que implementa politicas en
un Sistema Nacional de Salud relacionado con el Trasplante, en 1886 el gobiemo
federal le permiti® operar la red nacional de Procuramienta de Organos y
Trasplante (OPTN: Organ Procurement and Trasplantation Network)(66,67), a
partir de 1987 se mantiene una base de datos de todos los arganos procuradas,
asi como todos los receptores de trasplante y programas de trasplante en Estados
Unidos, se divide en 11 regiones geograficas, cada region tiene un representante
en |las 39 juntas directivas. Datos recientes revelan 22.3 donaciones por milldon de
habitantes en Estados Unidos de Norteamérica (67,68)

El estado del paciente se determina par un sistema que se basa en la severidad
de la enfermedad hepatica, clasificado comao

Estadio I: Aquellas pacientes con hepatitis fulminante, con 8 semanas del inicio

de los sintomas y uno de los siguientes datos:

Estadio 2 de encefalopatia

Bilirubina >15 mg/d|

INR >2.5

Hipoglicemia (nivel de glicemia < 50 mg/dl)
Disfuncién Primaria del Injerto trasplantado en los ultimos 7 dias
Trombosis de la arteria hepatica, ocurriendo en los primergs 7 dias del

trasplante

Enfermedad de Wilson aguda descompensada
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Estadio Il A: Pacientes con enfermedad cronica del higado, con una etapa

funcional Child-Pugh > 10 hospitalizados en la Unidad de Terapia Intensiva con

una esperanza de vida menor a 7 dias sin trasplante ¢on al menos ung de los

siguientes criterios:

Hemorragia  Variceal Activa sin respuesta manejo, con falla o
contraindicacidn quirirgica o falla a colocacion de TIPS

Sindrome Hepatarenal

Ascitis refractaria /Sindrome Hepatorrenal ( Hidrotdrax hepatico)

Estadio 3 o0 4 de Encefalopatia Hepatica,que no responde a terapéutica.

Estadio Il B: Pacientes con enfermedad crdnica hepdtica y una etapa funcional

Child -Pugh >10 0 >7 y una de las siguientes consideraciones clinicas:

Hemorragia variceal activa sin respuesta a manejo
Sindrome Hepatorenal
Peritonitis Bacteriana Espontanea

Ascitis Refactaria /Sindrome Hepatorrenal (Hidrotorax)

Los pacientes con carcinoma hepatocelular, pueden registrarse en estadio Ib

si cumplen los siguientes criterios.

Nddulo dnico < a 5 cms
Tres 0 mas nddulos < 3 cms
Que no sea candidato a reseccién quirargica

Que no exista invasion metastasica ni permeaciéon vascular.
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Estadio lll: Pacientes con enfermedad crdnica hepatica y una clasificacion de
Child-Pugh > a 7.

Estadio VII: paciente con Hepatopatia crdnica inactivo temporalmente (66).

1.7.3 OTROS MODELOS ORGANIZATIVOS

Otros sistemas como EURQTRASPLANT, grupa que incluye los paises de
Alemania, Austria, Bélgica, Luxemburgo y Holanda dénde existe una lista Unica y
el criterio de distribucion se basa en puntaje de acuerdo a la severidad del estado
actual de cada paciente.; existe el (SKT: SCANDIATRASPLANT) que incluye
paises como Dinamarca, Finlandia, Noruega y Suecia y el SWT: Organizacion
Suiza de Trasplantes. En México existe CONATRA. Consejo Nacional de
Trasplantes y la COETRA: Consejo Estatal de Trasplantes.

La distribucion de drganos para trasplante es una preocupacion constante de
todos los paises y de todas las organizaciones de trasplante, esto hace que
existan muchas y diversas formulas de distribucion, el problema radica en

encontrar el mejor.
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1.8 INMUNOSUPRESION

1.8.1 CICLOSPORINA
Una vez que se ha logrado realizar el trasplante existen otras problematicas: el
tipo de inmunosupresor idoneo de acuerdo a la causa que llevd al trasplants.
Existen dos inmunosupresores basicos, inhibidores de la calcineurina: La
ciclosparina y el tacrolimus. La CsA es un potente inmunosupresor aislado de dos
cepas de hongos (Cyfindrocarpon ilucidium y Tolypociadium infatum gams) fue
descubierto por Borel en 1972 (70), y sobre todo cuando aparece su presentacion
en microemulsion Neoral, ya que tiene mayor bioabilidad y absorcion mas
consistente, el trasplante cobrd una mayor importancia, ya que permitié hacer del
trasplante una realidad. La CsA os un agente especificc de linfocitos y actia en
los estadios tempranos de activacion del sistéma inmune, formando un complejo
Giclosparina-ciclophilina <on la calcineurina e inhibiendo la activacion de los
linfocitos T y con minima actividad contra los linfocitos B. Bloquea la transmisidn
de la respuesta mediada por antigenos, a través de inhibir la produccion de
intereucina 2, la cual es un factor indispensable para la induccidn de linfacitos T

citotéxicos en respuesta a un antigeno.(70,71,72)

1.8.2 TACROLIMUS

El Tacrolimus fue introducido al principio de los noventas, €s un inmunosupresaor
muy patente, 10 a 100 veces mas potente que la CsA (73), tacrolimus
(FK506,Prograf) es un antibidtico macrolido derivade del hongo Streptomyces

tsukubaensis , tanto la CsA como el FK tienen efecta inhibitario en |la activacion



32

de los linfocitos T, se enlazan a diferentes proteinas llamadas inmuncfilinas , la
ciclosporina se enlaza a la ciclofilina y el tacrolimus se enlaza a la proteina FK506
forma un complejo que inhibe la calcinsurinfosfatasa. Una de las sustancias de la
calcineurinfosfatasa es un factor de trascripcldn llamado el factor nuclear de las
celulas T activadas (NF-AT) el cual es necesario para la expresion de los genes de
citocina, bloquea la expresidn de citocina y previenen una respuesta inmune. La
ciclosporina se usa a dosis de 10-156mg/Kg de peso y el Tacrolimus a 0.1- 0.3mg /
Kg /dia, via oral, tiene la habilidad de requerir menor dosis y por menos tiempo de
esteroides y por lo tanto disminuir los efectos secundarios causados por los
esteroides{(74) Otras Inmunofilinas, complejos y prateinas enlazames estan
presentes dentro de la célula, por lo tanto existen algunas diferencias entre el
tacrolimus y [a ciclosporina, por sjemplo: el sitio de enlace de los estercides existe
en el citoplasma como un complejo , |a presencia de estercides causa disociacion
de sl receptor de esteroides que se mueve al nucleo y se enlaza a DNA. Parte de
este complejo es una proteina FK-enlazante, y como es la misma proteina a la que
se enlaza el tacrolimus, en presencia de éste Ultimo, la afinidad de los estercides
se ve reducida, éste se piensa es el mecanismo de liberacion de esteroides dado
por el tacrolimus (74,75). En los estudios multicéntricos randomizados que se han
llevado a cabo tanto en Estados Unidos como en Europa, ambas concluyen, que
al parecer, el tacrolimus se asocia a menos episodios de rechazo agudo, rechazo
refractario © corticoresistents, sin embrago existen mayor cantidad de efectos
adversos asociados al uso de tacrolimus que requirieron descontinuacion de la

droga. (76) Los efectos secundarios principales que provocan ambos son:
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Nefrotoxicidad, Neurotoxicidad, Hipertension y Diabetes Mellitus y son atribuidos

en parte al bloquea calcineurinico (76.,77).

1.8.3 NUEVOS INMUNOSUPRESORES

1.8.3.1 El Micofenolato Mafetil. su forma activa es el 4dcido micofendlicg,
inhibe la ingsina monofosfate deshidrogenasa (IMP), enzima que facilita la
conversion de IMP xantosina monofosfato, la inhibicion de IMP deshidrogenasa
repleta los nucleéotidos de guanina. La deplecion de guanosin manofosfato bloguea
la sintesis de DNA. Aunque el mecanismo precis¢ no es claro, el uso inicial del
acido micofendlico en el trasplante se basd en un mecanismo posiblemente
similar a la mizoribina, inmunosupresor usado en Japon desde los 80°'s, los
principales efectos adversos de la férmula, son 76% sintomas gastrointestinales
como son: nausea, diarrea y calambres abdominales, asi mismo hematolégicos
como anemia Yy leucopenia, su principal ventaja es que no es nefrotoxico, y se usa
aunado a un inhibidor de |a calcineurina cuando este tiene que disminuirse por
nefrotoxicidad, se complementa el efectoc inmunosupresor con su uso. (78)
1.8.3.2 El Sirolimus: (Rapamicina; Rapamune) la cual es una lactona
macrociclica aislada del Streptomyces hygroscopicus reduce la activacion de las
células T en un estadio tardio en el ciclo celular al inhibir la via de traduccion
inducida por citoquinas, resultando en suptesion de IL-2 o IL-4 que conducen a
proliferacion de células T, tiene una vida media de 2.5 dias pemitiendo solamente

una aplicacion al dia, similar a CsA y a Tacrolimus , su via de eliminacién es a
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través del sistema enzimatico citocromo CYP3A4. No es nefrotoxico, ni
neurotoxico ni provoca hipertension. Se ha usado en asociacién con
Mycophenolato Mofetil como prevencidn del rechazo agudo en trasplante renal
con resultados similares a la ciclosporina pero con margen de seguridad diferente
(79, 80, 81, 82) Se han usado ademas terapias de induccion para minimizar la
nefrotoxicidad como son:

1.8.3.3 Los Anticuerpos Monoclonales (murinos, quiméricos y humanizados)
preparados antilinfociticos, actiian en la cadena a de la [L-2R y han mostrado ser
efectivos y sequros en prevenir el rechazo agudo tenemos el daclizumab
anticuerpo humanizadao de los anticuerpos monoclonales murinos, ha mostrado en
receptores de trasplante renal disminuir €l rechazo agudo sin anadir toxicidad al

regimen inmunosupresor (83).

1.9 FIBROGENESIS HEPATICA Y FACTOR TRASFORMANTE DE
CRECIMIENTQ BETA (TGFp).
La fibrosis hepatica, es actualmente un proceso reversible, es una respuesta a
curacién de heridas carac¢terizada por la acumulacidn de matriz extracelular
que sigue a las formas cronicas de las enfermedades hepaticas(85,86). El
principal evento, es decir, el evento central en la fibrosis hepética, es la
activacion de las células estrelladas, conocidas previamente coma lipocitos,
células ito, células perisinusoidales, o células almacenadoras de grasa. Estas
células perisinuosidales provacan una serie de cambios incluyendo la

degradacidén de los componentes de matriz extracelular normales, depdsito
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de escara, contraccidon vascular y organica y la liberacién de citiocinas. Se
considera que no sdlo la fibrosis es reversible, al parecer cada vez se
demuestra mas que la cirrosis también puede ser reversible. Sin embargo el
estadio exacto en que la fibrosis /cirrosis se hace irreversible, es desconocido.
La funcian principal de la célula esfrellada es el almacén de vitamina A y
mantenimiento de los componentes de matriz normales, los cuales son:
colagenos, glicoproteinas no colagenas, glicosaminoglicanos, proteoglicanos
y proteinas de matriz (89,81); al ocumir una lesion hepatica, las celulas
estrelladas llevan a cabo una activacion, en el cual existe perdida de la
vitamina A y se trasforma en una ceélula altamente proliferativa con sintesis de
componentes de matriz ricos en colagena tipo 1. Se trasforma a
miofibroblastos, proliferativos, fibrogenicos y contractiles.(87,88,89,90,91)

La activacion de las células estrelladas consta de dos fases: iniciacion,
tambien llamado estado preinflamatorio, caracterizados por cambios en la
expresion de genes, con estimulacion paracrina de una serie de células
incluyendo celulas de Kupffer, hepatacitos, plaquetas, leucocitos y

células endoteliales que participan en la activacién al producir fibronectina y
al activar al factor trasformante de crecimiento (TGFp) de ia forma fatente a la
forma activa , (forma profribrogénica) .

Los mayores cambios fenctipicos después de |la activacion, constituyen la
fase de perpetuacién (84): incluyendo la proliferacion de las células
estrelladas estimulado por el PDGF, |a contractilidad dada principalmente por

la endotelina 1 (ET-1), la fibrogenesis que tiene como exponente principal el
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TGFB1 (figura 1), la pérdida del retinoide almacenado perinuclear y la
quimoatraccion tanto de leucocitos(neutréfilos que son una importante fuente
de ROS) como de citocinas especialmente el TGFp y la degradacion de matriz
, ya que las células estrelladas no solo influyen en la produccién de la matriz,
sino también en su degradacibn a través de una gran familia de
metaloproteinasas especialmente la gelatinasa MMP-2, -9 que a su vez

también estimulan al TGFf.

| Iniciacion Perpetuacion

-~

Figura 1.Caracteristicas fenotipicas de la activacién de la célula etrellada

durante una lesién hepatica y su resolucién,
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Las células de Kupffer también estimulan, la proliferacion celular y la
liberacidn de retinoides de las células estrelladas a través de la accion de las
citoquinas espacialmente el TGFf .(85,86)

Se ha implicade al sistema de renina-angictensina-aldosterona , con su
principal molécula efectora, la angiotensina Il, contribuyen a la progresion de
fibrosis, en modelos animales, ya previamente se habia reportado que el
heredar el genotipo altamente productor de angiotensinégeno, esta asociado
a fibrosis mas severa en hepatitis crdnica C, y que el tratamiento con un
inhibidor de la angiotensina ll, disminuye la fibrosis hepatica, la inflamacion
hepatica y |la esplenomegalia.(91)

El TGFp es un factor de crecimiento, €s una citocina multifuncional,
determinada genéticamente, producida por una amplia variedad de células
incluyendo, monocitos, linfocitos, celulas tubulares renales, endotelio vascular,
epitelio de la via aérea que se trasporta en la circulacion a traves de los
granulos alfa de las plaquetas (92,93,94). Es un polipéptido de dos cadenas
de 25,000 daltons. Estudios de hibridiacion por Northerblot han demostrado
que el TGFp forma parte de las celulas normales y de diferentes tipos de
células tumorales. (92). Aunque se ha demostrado que las funciones del
TGFP son muchas y muy variadas, se ha demostrado que esta involucrade
en una variedad de situaciones como son: el desarrollo embriogénico, la
tumorigénesis, |a fibrosis, la reparacion de heridas y la inmunoreguiacion de la
respuesta inmune(94).

Las funciones del TGFp dentro del sistema inmune som:



38

a) Es producido y secretado por una variedad de celulas inmunes
b) Inhibe la proliferacién de los timacitos, células T, células B y las células

asesinas naturales
¢) Inhibe la generacidn de los macréfagos citotéxicos
d) Inhibe la produccion de IgG e IgM
e) Cambia a las células B de la produccién de IgA a IgG
f) Meodula la produccion de citocinas IFN-y, TNF—a ,IL-18
g) Funciona comao quimioatractante de monocitos y neutrofilos.
Todos éstos efectos sobre el sistema inmune han demostrado tanto sn
trasplante cardiaco como en el trasplante de celulas de los islotes de
Langerhans, que al administrarse TGFP recombinante intraperitoneal,
prolonga la supervivencia del injertc cardiaco en el ratdn y prolonga |a vida de
los islotes de Langerhans, por [0 que la modulacidén de ésta citocina puede
ser un concepta util para la mejoria de la supervivencia del injerto.(97,98)
. Tiene 3 isofarmas TGFB1. 2 y 3 siendo la TGFP1 la isoforma implicada en la
fibrogénesis hepatica(94,112). El TGFp tiene efecto en la reparacion de tejido
y en la fibrosis (99,100). Al estudiar la expresion de los mRNAde las tres
isoformas de TGFp se ha visto que se encuentra incrementado en la
regeneracion hepatica, y su expresion se presenta en las ¢élulas hepaticas
no parenquimatosas, especiaimente en la isosforma del TGFp1 ya que se
observd un incremento de 8 a 10 veces méas que la isoforma del TGFp2.(101)
Los hepatocitos de la higados en regeneracion son capaces de activar la

forma latente del TGFP1 in vitro, mientas que los hepatocitos normales no lo
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hacen (99). Las células parenquimatosas y no parenquimatosas del higado
nomal contienen cantidades indetectables de RNAMTGFp .Después de una
lesidn hepatica la trascripcion del TGFf se hace en células parenquimatosas y
no parenquimatosas, encontrandose en éstas Ultimas un incremento de 5
veces mayor. En el higado de las ratas cronicamente tratadas con tetracloruro
de carbono el incremento dal RNAMTGFpP solo se encontré en células no
parenquimatosas(101,102). Esto misma se demuestra en el estudio del Dr.
Bisell{105) ya que el TGF[ liberado de las células hepaticas esta en forma
latente, mientras que las células no parenguimatosas liberan el 50-90% de la
forma activa del TGFf, estimulados predominantemente, si no exclusivamente
por un modo de accién autdcrina, ElI TGFP también podria alterar el
comportamiento de las células cancerosas, esto debido a que los cambios
producidos en las lineas celulares cancerosas tratadas con ciclosparina eran
revertidos cuando era anadido un anticuerpo que enlazaba y por lo tanto
bloqueaba la accion del TGFB.(93,103).

En las células normales el TGFp actua, blogqueando el ciclo celular en la etapa
G1, para inhibir la proliferacion, inducir diferenciacién o promover la apoptosis,
sin embargo en las células tumorales favorece el desarrollo tumoral, ya que
durante la trasformacion de una célula normal a una célula cancerosa, en la
cual la proliferacion es no regulada, varias de las acciones del TGFf estan
mutadas, por lo que la celula tumoral es resistente a los efectos del mismo
TGFP. Las células cancerigenas incrementan la produccion de TGFf, el cual

actia en las células del estroma que rodea a las c¢élulas tumorales, las células
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del sistema inmune, las endoteliales y las del musculo liso causando
Inmunospresidn y angiogénesis incrementando la invasividad del tumor(93)
Los efectos del TGFp sabre las ¢é&lulas no estan en union del péptido par si
mismo, sina por el conjunto de los factores de crecimiento y sus receptores
que operan en las células en un momenta dado(104,105,1086).

Se considera crucial para el desarrolle de fibrosis hepatica ya que favorece la
fibrogenesis a través de su efecto estimulador sobre las células estrelladas,
que son las ceélulas que mas contribuyen a la produccién y depdsito de
calagena en diferentes pracesos patologicos hepaticos, aumenta la
produccion de proteinas de matriz extracelular y sus receptores, inhibiendo su
degradacion por enzimas prateoliticas, por lo que impide los procesos
colagenaliticos (89,90,91,107). Se ha implicado la asociacion da TGFf y el
grado de fibrosis hepatica, en modelos animales por varios autores: Czaja y
cols, (98) Nakatsukasa y cols (99) y Castilla y cols{100) demostrando un
aumento de 2 a 14 veces mayor que en controles normales del RNAm TGFp1
en pacientes con enfermedades crdnicas del higado; y su actividad se
relaciona estrechamente con ¢! RNAm de la procolagena | y Il (100,105).

El TGFB es un polipéptio que actia como un imunasupresor y prolonga la
supervivencia del injeto  cuando es administrada en conjuntc con el
trasplante de érganos, posiblemente represente un tipo de inmunosupresion
enddgena, al mismo tiempo tiene un efecto contrario al estimular el deposito
de matriz extracelular resutando en fibrosis.(97,114,115,128,129,130)al

parecer la ciclosporina incrementa la secrecidn de TGFpl, se demuestra el
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incremento de 2 a 4 vaces mas en el RNAmMTGFP1, asi como prolongacion de

su vida media en respuesta a ciclosporina (95,96).

1.10 VIRUS C: EPIDEMIOLOGIA

El virus de la Hepatitis C tiene distribuciéon universal, es un problema de salud a
nivel mundial, donde se estima que alrededor de 50 millones de perscnas estan
infectadas en el mundo, § millones en Europa, y publicaciones recientes de la
Dra. Miriam Alter y cols (134,135,136) del centro de control y prevencidn de
enfermedades en los Estadas Unidos de Naorteamerica, repartan que alrededor de
4 millones de personas tienen anticuerpo contra el virus de hepatitis C positivo en
EEUU., lo cual nos indica expasicidn al virus . Tres cuartas partes de éstos
pacientes tienen RNA VHC detectable lo que nos habla de infeccidn cronica,
desde el punto de vista epidemioldgico su prevalencia varia entre el 1 — 25%,
siendo en la mayor parte de los paises entre 1- 2.5%. Existen paises donde la
prevalencia es mayor, asi tenemos a Egipto, cuyo rango de prevalencia es el
mayor del mundo, alrededor

del 25% (137) sabretodo en la region del Valle del Nilo, donde los rangos de
infeccion son mayores comparados con las areas urbanas y desérticas. La
epidemia del VHC en Egipto fue el resultado de las campaias de vacunaciaon
contra la esquistosomiasis. De los afios 1920 a 1980, el gobiemo administrd
terapia antiesquistosomiasis (de € a 12 inyeccianes) con jeringas rehusables. El

intervalo entre cada aplicacién inyectable era de 2 a 4 semanas, si un individuo se
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infectaba al inicio del tratamiento, podria trasmitir el VHC a los otros que usaban la

misma jeringa (figura 2).

Figura 2. Prevalencia Mundial del virus de Hepatitis C .

Durante la época de los 70’s y 80°s no se habia podido identificar el virus causal
de las hepatitis postrasfusionales. Se atribuia el 25% de los casos a virus B, y el
75% de los mismos a lo que se le nombré hepatitis no A-no B. El agente etiolégico
de ésta hepatitis permanecia siendo un enigma, hasta que investigadores de un
Laboratorio privado: Corporacién Chiron, usando técnicas avanzadas de biologia
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molecular, hicieron estudios en grandes volimenes de plasma de chimpancé del
Centro de Control y Prevencién de Enfermedades en EE.UU (138).

Ellos extrajeron el RNA, clonaron éste a un vector de expresion y expusieron el
producto expresado a suero inmune. De los millones de clones estudiados uno
solo resultd positivo, el genoma entero fue secuenciado y el producto fue
identificado como de tipo flavivirus, género: Hepacicvirus y se le denominé Virus
de hepatitis C, virus cubierto de 30-60nm(139,140,141). En 1988 Choo y cols,
caracterizaron el virus C y posteriormente se desarrollé una prueba de anticuerpos
para detectar la infeccion (138 )

No estructurales

Figura 3. El Genoma del Virus de la Hepatitis C.

1.10.1 HISTORIA NATURAL VHC

La mayor parte de las infecciones agudas son asintomaticas entre el 60-75% de
los casos, 20- 30% presentan ictericia y 10-20% presentan fatiga, nauseas y
vomitos; 10-20% se resuelven espontaneamente y curan y 60-90% pasan a
hepatitis cronica: con elevacion recurrente de las transaminasas por mas de 6
meses, de los cuales un 20% desarrollan cirrosis hepéatica y 3-5 % por afio

desarrollaran carcinoma hepatocelular.



1.10.2 PRUEBAS DIAGNOSTICAS VHC

En Mayo de 1890 aparecid la primera generacién de ELISA EIA-1 fus utilizada en
los donadores de sangre detecta la fraccion del virus C comespondiente a
proteinas no estructurales C100-3 , esto logrd prevenir alrededor de 40,000
infecciones de VHC dentro del primer aio en EEUU, posteriormente se desarrolld
la prueba e ELISA de segunda generacidn, que detecta la porcion de proteinas
estructurales C22-3 del VHC y la fraccidn C200 de las proteinas estructurales, 1o
cual ha reducido las nuevas infecciones de VHC secundarias a hemotransfusion
practicaments a cero (142 ) y por ultimo se desarrolld la prueba de ELISA de
tercera generacién que detecta la subunidad C22-3 de la porcion de proteinas
estructurales el virus y las fracciones C33-C, C100-3 del area de proteasas y
helicasas y la NS5 de las proteinas estructurales, especificamente ésta ultima de
la funcidn palimerasa.

El descubrimiento del VHC en 1989, y el desamollo de pruebas de anticuerpos en
1989, fue el primer paso para la identificacion de la causa de enfermedades
hepaticas relacionadas a transfusion de productos hematicos, desde entonces la
sensibilidad y especificidad de las pruebas se han ido incrementando, lo que ha
hecho segura la sangre que se trasfunde con riesgo de 0.001% por unidad

trasfundida.(143)
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Figura 4. Péptidos usados para la deteccién serolégica de infeccién por
VHC, por el método de ELISA.

El problema mayor con las pruebas de ELISA es el bajo valor predictivo positivo y
alto rango de falsos positivos, en poblaciones con baja prevalencia (Ej.
Donadores de sangre, pacientes con transaminasas normales y aquellos
pacientes sin factores de riesgo conocidos). En ésta poblacidon una prueba de
ELISA positiva debera ser confiirmada con una prueba de Inmunoblot reversa
(RIBA 2 o 3) también conocidas como “ Western blot “(143). El nuevo RIBA
3detecta anticuerpos a cada una de las proteinas del virus C (core, NS2 a la 5).
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Actualmente el RIBA ha caido en desuso por el advenimiento de pruebas mas
sensibles y especificas que se describen a continuacion.

El mejor marcador de viremia e infectividad as la determinacién del RNA VHC par
PCR cualitativo, el snsayo cualitativo es méas sensible que el cuantitativo, ya que
detectan cantidades muy pequenas de RNA viral (145). Incluso durante “el periodo
de ventana “, que es desde la expasicién al VHC y la prasencia de anticuerpos. El
RNA VHC por PCR pude ser detectable de 1 a 2 semanas después de l(a
exposicion,

El RNA VHC PCR Quantitativo es usado par dos razanes: 1) Para cuantificar |a
cantidad de virus en un paciente candidato a terapéutica y 2)para observar el
grado de declinacidn de |la carga viral posterior a tratamiento, sobretodo a las 12
semana postratamiento para decidir continuar o retirar la terapéutica. Aunque la
cantidad del virus no se correlaciona con |0s niveles de transaminasas (144,145),
ni con el grado de lesién histoldgica (146,147), tener una carga viral de base ncs
sirve de predictor para la respuesta al tratamiento.

Existen varios métodos para la cuantificacion del virus, pero para estandarizar kos
resultados obtenidos entre las diferentes téchicas de biologia molecular en la
deteccion de VHC, recientemente se ha establecido la estandarizacion universal
de las unidades de cuantificacion del RNA-VHC que ha resultado en la
cuantificacion estéandar intemacional de la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) acepténdose coma estandar una muestra licfilizada del genotipo 1 del VHC
Con una concentracién de 50,000Ul por ml. Esta muestra se reconoce como el
primer Estandar Internacional para los ensayos de amplificacion de acidos

nucleicos para el RNA VHC, conocido como estandar OMS 96/790. Existen
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diferentes técnicas de amplificacién, siendo la mas sensible el Monitor versién 2.0
con un limite de deteccién minima de 100 copias /al (50Ul/mL), el Quantiplex HCV
2.0 de (Bayer Diagnostics), minima deteccian 200,000 Eq/ml, el NASBA (Organon
Tekinaka). Existen otros métodos como es la determinacion de bONA, cadena
ramificada de DNA (Chirgn) y la cuantificacién en tiempo real que es el Light
Cycler, que aun esta en investigacion (134). Los ensayos moleculares para a

deteccion del RNA-VHC se muestran en la tabla V.



Tabla V. Ensayos moleculares mas utilizados para la deteccion de KNA-VHU
43

METODOS CUALITATIVOS
Versant RNA_VHC 50 copias/mL{<10Ul/mL)
TMA ( tiempo real) §5-10 Ul/mL
Cobas Amplicor 2.0 (Roche) 103 copias /mL (5-10 UU/mL)
Caseras PCR (Trizol) $-10 Ul/mL

METODOS CUANTITATIVOS

Cobas Amplicor Monitor v2.0 (Rache) 100 copias/mL (50Ul/mL)

Quantiplex 2.0b DNA (Bayer) 200-3500 copias/mL

b DNA 3 Gen 2000 a 3500 copias/imL
Superquant HCV

(National Genetics Institute) 100 a 5 x 106 copias/mL
PCR en tiempo real 10 copias/mL

TMA 50 copias /mL

Light Cycler en investigacion
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1.11 TRASPLANTE HEPATICO Y VHC
1.11.1 HISTORIA NATURAL DE LA RECIDIVA C POSTRASPLANTE

La Cirrosis Hepatica secundaria al virus de la Hepatitis C es |a causa mas
frecuente de trasplante hepatico en la actualidad {148). No obstante,
practicamente todos estos pacientes presentan recidiva de la infeccion par VHC
después del trasplante (149). La recidiva es universal presentandose entre ¢l 98 al
100% de los pacientes.

Los estudios sobre cinética viral en la recidiva del virus C postrasplante de
Fukumoto y cols. Publicados en 1996 demostraban que, en el periodo
postrasplante inmediato, la carga viral disminuye hasta hacerse indstectable en
los primeros dias del trasplante, pero a partir de 2° al 9° dia se demuestra la
reinfeccion por virus C en el 95-100% de los pacientes, existiendo a partir de la
segunda semana postrasplante una répida elevaciéon de la carga viral en sangre
hasta alcanzar un pico entre el primer y sexto mes ,que coincide con la aparicion
de elevacion de transaminasas (150) . Sin embargo recientes comunicaciones
han demostrado la deteccion de RNA viral tanto durante la intervencion (fase
anhepatica y reperfusion) comao en el periodo postrasplante inmediato. Tras un
descenso acusado de la carga viral, después de la reperfusion se produce un
aumento progresivo de la concentracion del RNA viral en las 12 primeras horas del
trasplante, lo que sugiere que la replicacidon comienza de forma precaz en el
nuevo injerto (151) suginendo que en las primeras 24 horas postrasplante podria
ser la mejor alternativa para controlar el virus. La tabla VI muestra como diferentes
autores han estudiado |a historia natural de |a recidiva del virus C postrasplante

mostrando que el desarrollo de cirrosis a los § afios postrasplante varia entre un 3



% hasta un 33%.(152-159 }. Esta nos traduce que el desarrolio de Ia fibrosis en

éstos pacientes esté acelerada y evoluciona en un periodo de tiempo corto.

Tabla VI. Historla Natural de la Recidiva del virus de Hepatitis C

Postrasplante

No.pacientes Sobrevida % Cirrosis/tiempo

Trasplante Hep. on afias
Feray,1994 79 VHC 72% =1 ano 81%hepcronica / 3
(152) 106 Control 80% = 5 arios 3% cirosis /3
Gane, 1996 149 VHC 79% =1 afio 90% hepcrdnica /5
(153) 823 Control 70% = § afios 20% cirrosis /5
Boker, 1997 71 VHC 69% = 1 afio 82% hepcrénica /5
(154) 474 Control 82% = 5 anos 3%cirrosis /5
Prieto, 1999 81 VHC 95% = 1 ario 3.7% cirrosis /1
(189) B84% = 5 anos 28% cimosis [/ §
Feray, 1999 652 VHC 72% =5 anos 80% hepcrénica/ 5
(156) 10% cimasis /5
Berenguer, 2000 | 284 VHC 74% = 1 afio Fibrosis / ano
(157) 81% =Safos | =0-30.001)

31%cirmrasis /5
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Testa,2000 300 VHC 80.6% =1 ahfo 8% cirrosis /5
(158) 61% =5 afios
Rimola ,2002 122 VHC 95% = 1 afio 33% cirrosis /5
(159) 5% Hepatitis
85%=5afios | colestasica
fibrosante

En la mayoria de casos, la recidiva de la infeccion C se asocia a lesidn
significativa del injerto, la cual generalmente adopta el patron clasico de hepatitis
aguda seguida de hepatitis cronica con eventual progresibn a cimosis
(161,162,163). La historia natural de la recidiva C postrasplante se muestra en la
Figura 5, ddnde observamos que posterior el trasplante, existe recidiva de manera
universal entre el 98 al 100% (153,164,165), esto se ha demostrado al medir el
RNA VHC en el suero de pacientes trasplantados por diferentes grupos, de
investigadores donde se demuestra por reaccidn de transcriptasa reversa PCR, en
el periodo postrasplante inmediato en ausencia de dano histolégico, sin embargo
no es sorprendente porque todos los pacientes presentaban viremia pretrasplante.
No es clarc si ésta baja carga viral representa virus residual que permanecié
silentes dentro del circulacién, o sea secundaria a un nivel de replicacion bajo
dentro del injerto. Posteriommente entre el segundo al cuarto mes postrasplante el
25 al 45% de los pacientes desarrollan un cuadro de hepatitis aguda, y el periodo
entre los 3 meseas Y los siguientes 5 anos, desamcallo de hepatitis cronica en el 80
al 100% de los pacientes, y de un 3 al 33% de los mismos desarrollo de cirrosis;

se ha reportadc la presencia de hepatitis colesasia fibrosante entre el 2 y el 8% de
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los pacientes (166). Se han implicado una serie de factores que provocan éste

desarrollo de fibrosis acelerado. Se postulan ;

1) Factores relacionadas al virus: donde tenemos a) la carga viral; los niveles de
viremia pretrasplante (168) postrasplante (162), pueden predecir la severidad de Ia
hepatitis en el injerta. En cimosis hepatica secundaria a virus C el riesgo relativo
de perdida del injerto es 3.6 veces mayor en el grupo de pacientes con cargas
mayores a 1 milldbn mEg/mL, y con sobrevida de §7% contra el grupo de baja
carga viral con sobrevida de 84% a § afos respectivamente. b) el genotipo: se ha
implicado al genotipo 1 y sobretodo al 1b, con enfermedad postrasplante mas
agresiva, y con asociacion a |esiones apoploticas mas severas(167) y c)
quasciespecies. que corresponde a la heterogeneidad genética dentro de un
individua infectado como resultado de una infeccion de novo. Poblacion viral
heterogénea como resultado de mutaciones que sufre el virus durante el curso de
la infeccion, se ha visto que, si persiste homologia con las quasciespecies
pretrasplante y no hay variacion el grado de lesion histoldgica es mayor, y entre
mayor grado de diversificacion en la porcion HVR1 de el VHC, menor lesion

histoldgica.

2) Factores relacionados al donante: a) edad: recientemente ha sido comunicado,
la asociacion entre el sexo del receptor y la severidad ds la recidiva, por datos de
la UNOS, existiendo una interaccion entre el sexo femenino, la infeccién del VHC y

la evolucién postrasplante p>.001{169)

b) La edad del donante, tiene influencia en la evolucién del Injerto, en los

pacientes con hepatitis C. El uso de donantes mayores de 50 afos, se ha
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asociado a un tiempo medic de desamcllo de cimrosis de 2,7 afos, en

comparacidn a 10 afios, si el donante es menor de 50 afios (170).

3) Factores relacionados con [a cirugia: Se ha asociado a mayor severidad de la

recidiva, el tiempo de reperfusion prolongado (171).

4) Factores externos, como serian: a) la Inmunosupresion: el uso de nuevos y mas
potentes inmunosupresores en los ultimos afios y el uso de esteroides como
complemento del imunosupresor de base se han asociadc a mayor severidad de
la reecidiva C, sobretodo, al sobreinmunosupresion que coexiste con estados de

rechazo y necesidad de uso de bolos de metilprednisolona (58, 166, 167, 173).

b} el afio del trasplante: la probabilidad acumulativa de desarrollar fibrosis
aumento de 0% de los pacientes trasplantados entre los afios 19388-1989 a 18%
en los pacientes trasplantados entre 1992-1993(157), esto tal vez podria
explicarse, por el uso de donantes subdptimos en los Ultimos afios, de mayor
edad, y por el uso de mas potentes inmunosupresores, induccion mayor e

inmunosupresion de mantenimiento mas intensa.

d) coinfecciones con otrgs virus como el del VIH , o el VHD, CMV, VHB (156)

aumenta |a severidad del dafio histologico{ 156).

5) Factores relacionados al huésped: a ) HLA-B, el compartir el sistema de
histocompatibilidad entre donante y receptor diminuye el riesge de rechazo, pero

promueve |a recurrencia del VHC en el trasplante hepatico(172).

Es importante sefalar que la velocidad de progresion en l0s pacientes con

trasplante hepatico suele ser mucho mas réapida que la de los pacientes
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inmunocompetentes, de forma que se estima que los pacientes trasplantados
tienen una probabilidad del 40% de volver a presentar cirrosis a los 5 afios del
trasplante (155). Otro tipo de lesidn que puede aparecer en los pacientes con
trasplante hepatico y recidiva C es la hepatitis colestasica fibrosante, la cual ocurre
en alrededor del 5% de pacientes con recidiva C post-trasplante y suele seguir un
curso rapidamente progresivo (163,164). Tanto en los pacientes con trasplante
hepético y recidiva C que acaban desarrollando cimosis como los que desarollan
hepatitis colestasica fibrosante destaca un fendomeno: la formacién acelerada de
fibrasis en el injerto. Sin embargo, el mecanismo por el que se produce esta
fibrosis acelerada no se conoce y ks posibles factores patogénicos relacionados
con la fibrogénesis, es decir, el proceso de formacion y depdsito de colageno, con
su proceso contrario, la colagenalisis, no ha sido investigado en este tipo de
pacientes. Figura 5. implicado también el incremento de su estimulo y produccion
por los inmunosupresores. Estudios in vifro muestran que la CsA aumenta la
expresion del TGFP (95,96.124,125,126,127), se sabe también que el FK también
estimula su produccién(116,117,118,131,132,133), sin embargo posee una
proteina enlazante la FKBP-12, ésta es un blanco de los receptores tipe 1 del
TGFP. (TPr-1), por l0 que al parecer disminuyen su accion, por lo que se pensaba
por estudios hechos en trasplante renal que frenaba la produccion de

TGFB.(119,120,121,122,123)
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Historia Natural de la Recidiva de Hepatitis C Postrasplante

Figura 5.Historia natural de la recidiva del virus de hepatitis C postrasplante
hepatico

1.11.2 FACTOR TRASFORMANTE DE CRECIMIENTO BETA Y TRASPLANTE

HEPATICO.

Cémeo se ha mencionado con anterioridad, el TGFp, ésta implicado directamente
en la fibrosis hepatica, sabiendo de antemano, que la fibrosis hepatica esta
acelerada en los pacientes con trasplante hepatico y recidiva del virus C, se traté de

establecer una correlacion entre el TGFf y la fibrosis acelerada del injerto
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postrasplants, ya que diversos sstudios han demostrado |a mayor expresion del
TGFp en pacientes con fibrosis del injerto ¢ rechazo crdnico postrasplante renal y
pulmonan(122,124,128,129); existen estudios que trataban y bloqueaban la
expresion del TGFp previniendo la fibrosis en las ratas corroborando que el TGFp
juega un papel en la fibrogénesis hepatica y que su inhibicién puede tener
implicaciones terapéuticas utiles.(114,115) El TGFB es un palipéptido que actia
coma un imunospresar y prolonga la supervivencia del injerto cuando es
administrada en conjuntc con el trasplante de 6rganos, pasiblemente represente un
tipo de inmunosupresion enddgena, al mismo tiempo liene un efecto contrario al
estimular el depdsito de matniz extracelular resultando en fibrosis(127). Al parecer la
ciclosporina incrementa la secrecion de TGFpBL, se demuestra el incrementode 2 a 4
veces mas en el RNAMTGFpP1, asi como prolongacién de su vida media en
respuesta a ciclasporina (125,126).

La asociacion entre el TGFP y el rechazo agudo parece ser débil, aqui la citocina
asociada es el TNF-a.y no hay asociacion entre la IL-10 o el polimorfismo del
TGFB, al parecer, el papel que jugaria el TGFp seria promover el dafio citotoxico
mediado por células.(111,112) El papel del TGFf en el rechazo(109-113,130) se
ha implicado a dos niveles; en |a fibrosis y en la aterosclerosis. En respuesta a
estimulos inmunoldgicos como son: el dafic causado por anticuerpos y en
respuesta @ mecanismos no inmunoldgicos comao seria la lesion de isquemia de
repefusién la infeccién por citomegalovirus, la hipertensién, la hiperlipidemia y la
hiperfiltracion, hacen que exista dano endotelial y como consecuencia del dano

endotelial, las células epiteliales producen una serie de factores de crecimiento
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endotelial, las celulas epiteliales producen una serie de factores de crecimiento
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incluyendo el TGFB en un intento de reparacion del dafio, esto promueve la
fibrosis , asi como la migracion de células musculares a los vasos, donde las
células proliferan y provocan aterosclerosis y obliteracion luminal (114, 115, 128,
129, 130).

En pacientes con trasplante renal que es dénde mas se ha estudiado la expresién
del TGFB(124) , se ha demostrado que la expresion del TGF-Bb en forma latente
en pacientes que estaban recibiendo Ciclosporina 0 en aquellos que recibian FK—
506 no mostraba diferencias significativas entre ambos grupos. Sin embargo la
forma activa del TGFB1 se encontraba mas incrementada en las biopsias de los
pacientes que estaban bajo tratamiento con Ciclosporina que aquellos que
tomaban Tacrolimus (FK-506)(124). Hasta el momentc se ha visto que ambos
inmunosupresores estimulan la produccion de TGFf , sin embargo el Tacrolimus
posee una enzima enlazante del receptor TGFf31 que es la FKBP12, pudiendo ser
una via por la cual controla los efectos deletéreos del TGFB (119-123). Aunque
existen otros estudios que demuestran que ambos inmunosupresores tanto la
ciclosporina como el Tacrolimus inducen hiperexpresion de TGFB (89). En
pacientes con trasplante renal, se han estudiado la influencia de los
inmunosupresores con determinaciones sanguineas de TGFpB, aunque se sabe
que éste se incrementa en situaciones diversas y que la determinacion sanguinea
es totalmente inespecifica, ellos notaron que la monoterapia con CsA, mostraba
niveles mayores de TGFpB, que la terapéutica donde incluia prednisona , y
especialmente aquella ferapéutica que no incluia ningan inhibidor de la

calcineurina , ni ciclosporina ni tacrolimus , uno que se basaba en AZA,
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micafenolato Mofetil y prednisona.{131) Se ha vistc que el momento en que se
realizo el trasplante tiene influencia sobre el grado de recidiva C postrasplante y
esto se ha asociado al uso de nuevas y mas potentes inmunosupresores, en |0s
ultimos afios , que provocan mayar severidad de la recidiva C. Este posible efecto
reguladorde los inmunosupresores sobre el TGFB no habia sido investigado en el

trasplante hepatico.

111 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

Teniendo en cuenta que los pacientes trasplantados con recidiva del VHC
postrasplante, el grado de fibrosis es mayor, pudiendo desarrollar cirrosis en un
periodo de tiempe corto; y cangciendo de antemano la relacion que tiene el TGF(
con el desarrollo de fibrosis hepatica se planteo el problema de si seria el TGFp
uno de los factores involucrados en la fibrosis acelerada del injerto en los

pacientes sometidos a trasplante hepatico con recidiva C postrasplante.

1.12 JUSTIFICACION:

Debide a que en el paciente postrasplantado con recidiva de virus C, el grado de
fibrosis es mayor en un periodo de tiempe mas breve. Necesitamos una
herramienta que pronastique el grado de fibrosis en éste tipo de pacientes. Asi
mismo el conocer el grado de influencia de los inmunosupresores sobre el proceso

de fibrosis nas serd (til para indicar la mejor alternativa de los mismos.
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113 OBJETIVO GENERAL:

lnvestigar la correlaciéon de la expresidn dsl TGFp y el grado de fibrosis en (a

recidiva del virus de la hepatitis C postrasplante.

1.14,1 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

a) Determinar los niveles de RNAMTGFf, que se ulilizo come indice de el grado
de expresion del TGFp, en el tejido hepético en los
pacientes con trasplante hepatica con recidiva de la Hepatitis C y
determinar el grado de fibrosis del injerto en los mismos pacientes y su
correlacion.
b) Determinar si el tipo de famaco inmunosupresar fundamental (Ciclosporina
0 Tacrolimus) y su dosis acumulativa determinan los niveles de RNAMTGFf

en estos pacientes.
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1.14.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS:

a) Comparar el valor del RNAMTGFp de pacientes postrasplantadas con
recidiva C entre los diferentes grupos de estudio.
b) Determinar el indice de progresidn de fibrosis, mediante el aumento

semicuantitativo anual dse la fibrosis desde el trasplante.

1.15 HIPOTESIS:

a) Hipotesis nula 1: No existe correlacion entre el grade de fibrosis y los
niveles de RNAMTGF en la recidiva C postrasplante.

b) HipStesis alterna 1: Existe una comrelacidn entre el grado de fibrosis y
los niveles de RNAMTGFp en la recidiva C postrasplante.

c) Hipétesis nula 2: El tipo de inmunosupresor usado en el tragplante
hepatico na influye en al expresion del RNAMTGFf.

d) Hipotesis alterna 2: el tipo de inmunosupresor usado influye enla
expresion del RNAMTGF] : Cictosporina estimulandolo y Tacrolimus

disminuyéndalo.
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CAPITULO 1}

MATERIALES Y METODOS
2.1 EQUIPO
Politron Tissue tearor TM, modelo 985370, velocidad variable
BIOSPEC PRODUCTS INC.
Ultracentrifuga L-60 Beckarmn con buckets y con rotor SW55T1

Espectrofotdmetro Beckman DU 64Q.
Temacicladoer Automatico PTC-100 MJ Research, Inc.

Sistema de Imagenes para documentacion de los geles UV-Visible
Imagener

Microcentrifuga  Beckman,microfuge E

Micropipetas pasteur

Tuboes de eppendorf (standard microtest tube 3810x%)

Tubos de nunc

Papel whatman

Sistema de Imagenes y Documentacion de geles: UV-Visible Imagener

for Electropharesis, procesadar Pentium, Video Camara lentes 6-438

mm zZoom
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Trasiluminador de luz dual 302nm y luz ultravioleta.
Cuarto abscuro
Programa universal Bio 1D para cuantificar,identificar y comparar
DNA de |a Asociacion Americana de Biotecnologia
Programas : SPSS version 10 para andlisis estadisticos
Microsoft Waord version: Microsoft Office 2000

Power Point version :Microsoft Office XP

2.2 REACTIVOS Y SOLVENTES:
Beta —Mercaptoetanol (ME) { Merck)
Laurilsarcosilsddico (N-lauroylsarcosina) (Sigma)
Cloruro de Cesio (CsCl) (Sigma Chemicals)
Dietilpirocarbonato { DEPC ) (Ambion)
Guanidintioscianato (GTC)(Ambion)
RNA ase ZAP TM (Sigma Chemical)
Acetato Sédico(AcNa) Ambion)
Etanol 70%
Etanol absoluto frio (-20|°) (Merck)

Bromuro de Etidio (Invitrogen, TM)
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DNAsa (kit DNA-free: Laboratarios Ambion )
1st Strand cDNA sintesis kit for RT-PCR {AMV) : Roche Diagnostic Corp

Nitrégeno Liquido — 180° (Air Liquid)

2.3 MATERIAL BIOLOGICO
2.3.1 Biopsia Hepatica de pacientes trasplantadas can recidiva del virus C

Se utilizaron las biopsias de 49 pacientes con trasplante hepatico y recidiva C
ingresados a (a sala de Trasplante Hepatico en el Hospital Clinic de Barcelona en
el periodo comprendido de agosto de 2000 a agosto de 2001 que reunieran los
cnterios de inclusion e excluyeron 2 pacientess que en el estudio
anatomopatoldgico se encontrd rechazo cronico y un pacientequedurante la
evolucion de su trasplante negativizd espontaneamnte el virus C. Quedande un

total de 46 pacientes trasplantados.

2.3.2 Biopsia Hepatica de pacientes no trasplantados

Se utilizaron las biopsias de 35 pacientes ¢on hepatilis crdnica C 17 pacientes , y
con cirrosis hepatica de etiologia C 18 pacientes, que estaban siendo vistos en la
consulta extema de hepatologia en el periodo comprendido de agosto 2000 a

agosto del 2001.



2.3.3 Biopsia Hepatica de pacientes controles.

Ante la imposibilidad de llevar a cabo biopsias hepaticas en pacientes controles
en 17 pacientes, se obtuvieron muestras de pacientes sometidos a laparotomia
exploradora para reseccion de metastasis hepalicas, solo cuando reunieran las
siguientes requisitos: que el paciente tuviera menos de dos metastasis hepaticas
y que la biopsia fuera tomada de un sitio distal a la lesién metastasica, siendo
enviada paosteriormente la biopsia a valoracidén anatomopatolégica y
corroborandgse |a normalidad de la misma. Estas biopsias se tomarcn en el

periodo comprendido de agosto de 2000 agosto de 2001.

2.4 METODOS
2.4.1 Diseno del Estudio

Estudio Observacional Analitico, Trasversal Comparativo, Prospectiva

muestreo no probilisitico de casos consecutivos.

2.4.2 Criterios de Inclusidn

1) Pacientes postrasplantados con RNA VHC PCR (+)

2) Pacientes con Trasplante Hepatico por virus C, sin distincion de sexo y
edad con 6 meses o mas del trasplante que deban ser sometidos a

puncidn biopsia hepatica por elevacion enzimatica.
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3) Todo paciente postrasplantadao por virus C, al cumplir un afio del

Trasplante Hepatico con biopsia de control protocolaria

2.4.4 Criterios de Exclusion

1) Aquellos pacientes que fueron postrasplantados por otra etiologia de la
cirrosis hepética (virus B, alcohol, CBP, CEP)

2) Pacientes trasplantados por cirrosis hepatica par virus C que son sametidos
a PBH dentro de los primeros 6 meses pastrasplante, por alteraciones
enzimaticas, ya que durante los primeras meses postrasplante las

posibilidades de que se deban a un rechazo agudo son mayores .

2.4.5 Criterios de Eliminacion

1) Aguellos pacientes que pacientes que en la evaluacion de la biopsia hepatica

presentaban ademas de |a recidiva C rechazo agudo o crénico.

2) Pacientes postrasplantados con recidiva del virus C que durante la evolucion

de su trasplante negativizaron espontaneamente el virus C.

2.4.6 Calculo del Tamario de la Muestra

.Poblacidon Infinita
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Jnferencia realizada : Prueba de Hipotesis

.Parametro estimado: Una diferencia de proporciones.

Prueba de Hipétesis : Diferencia de proporciones de dos poblaciones o de una

proporcion de referencia

Za=1.96 Nivel de significancia (IC al 95%) Q1=0.5
Zp=1.2 Patencia del 80% P2=0.10
P1=0.5 Q2=0.90

ne (za+2z0)(P1Q1+P2Q 2) =17 pacientes
(P1-P2) 2
Figura 6. Formula para calcular el tamano de la muestra.

Se incluirdn 17 pacientes para cada grupo de estudio, con un minimo de 63

pacientesen total.

2.5 Muestras

Las muestras de tejido hepatico se obtuvieron mediante biopsia percutanea
dirigida por ecografia, fueron realizadas en el departamento de radiodiagnéstico,

usandg aguja de TruCut en el grupo de pacientes trasplantados y en el grupo de
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los no trasplantados que inclufa aquelkes pacientes con hepatitis cronica tipo C y

los pacientes con cirrosis hepatica de etiologia C.

Las muestras de tejido hepético de los pacientes controles, se obtuvieron
mediante biopsia en cuia, o biopsia con aguja de trucut en quirdéfano, una vez que
se obtuvo el tejido hepatico el 75% se desting para estudio anatomopataldgico y el
25% se congeld inmediatamente en nitrdgena liquido a -180° y se conservd en un

tanque de nitrdgeno hasta el momento de la extraccion del RNA.

2.5.1 Extracciéon del RNA

La extraccion del RNA total a partir de la biopsia hepatica (174,177), se realizo por
lisis del tejido hepatico con un politran (Rotor Beckman TST §5.5) en tioisocianato
de guanidina 4 M, que comenia 1.5% de beta-mercaptoetanol y 0.5% de
Laurilsarcosilsédico. Posteriomrmente se hizo un gradiente de cloruro de cesio
(5.7M) adecuado para la precipitacion de RNA por ultracentrifugacion. Este
metodo es una madificacion del método de Cox (1963) que proparciona una mayor
cantidad y con maxima pureza del RNA (175). En ésta solucidon el RNA es mucho
mas denso, que los otros componentes celulares, quedando durante la
utracentrifugacion en la parte superior del gradiente 10s restos de membrana y
proteinas, y en el centro del gradiente la hebra de DNA, se descarta el
sabrenadante, con pipeta pasteur par capas, secar con papel whatman. El RNA
obtenido se resuspendid en 300 microlitros de agua de DEPC. La
ultracentrifugacion se llevd a cabo en una ultracentrifuga L-60 de Beckman con un

rotor SW55Ti a 38,000 rpm durante18 hrs a 20°,
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Todo el material utilizado que iba a tener contacto con el tejido, como son frascos,
pipetas, pinzas y espatula fueron esterilizadas y se les aplicoé una soluciéon RNAsa
ZAP TM para evitar la destruccién del RNA. Los pasos para la extraccion del RNA

ejemplificados en Figura 7.

Extraccion del RNA
N7 06@}1116)@

bl -o, -y P e o
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Figura 7. Diagrama de la estrategia para la Extraccion del RNA total a partir

de tejido hepatico

2.5.2 Precipitacion del RNA

El RNA obtenido se precipitd afladiendo al tubo de eppendorf que contenia el RNA
resuspendido en aguda DEPC 1/10 del volumen de acetato sédico 3M PHe y 2
volimenes de etanol absoluto fri6. La mezcla se deja toda la noche a -80°. Al dia
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siguiente se centrifugd a 14,000 rpm ,4° durante 1 hora y se descarta el
sobrenadante. El RNA precipitado se lavé con 400l de etanol a 70%, volviéndose
a centrifugar a 14,000rpm, 4° por 30 minutos, volviendose a descartar el
sobrenadante. Se deja secar el RNA precipitado a temperatura ambiente durante 1

hora, hasta asegurarmos que no quedan restos de etanol.

Posteriormente se resuspende el RNA precipitado en 20 pl de agua DEPC y se
valor6 la concentracibn y pureza en un espectrofotometro, midiendo la

absorbancia a 260nm y el cociente 260/280nm respectivamente. Figura 8.

Precipitacion de RNA

Aeelalo
cehelfbsoluto
=00 finoche

L N

Figura B. Estrategia para la precipitacion del RNA y medicién de su

concentracion y pureza por espectrofotometria
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2.5.3 RT-PCR

La determinacion de los niveles de mRNA del TGFp se realizé mediante la técnica
de la RT-PCR (176). Se partio de 1 ug de RNA y se realizd la retrotranscripcion a
cDNA usando el kit “Ist strand cONA sintesis” (Roche Diagnostics Corp.),
mediante el cual la enzima AMV Transcriptasa Reversa sintetiza una cadena de
cDNA mediante la elongacion de unos hexanucledtidos (“iniciadores”), que se
unen al azar a la cadena molde de RNA todo ello en un buffer de reaccion
adecuado (100mM Tris, 500mM KCL; PH 8.3), 1mM de dNTPs, 5mM MgCi2, 50U
de Inhibidor de RNAasa).

Las condiciones de reaccion fueron: 10 min @ 25° donde los primeros hexameros
se unen al RNA; 60 min a 42° donde el RNA es retrotrascrito a cDNA y 5 min a 99°
donde la AMV Trascriptasa Reversa es desnaturalizada para impedir

subsiguientes interferencias. El producto de reaccién se guarda a -20° Figura 9.
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control RT neg
control genomico neq Temociclader
PTe-100
MY Research Ine.

10" a 25° : unién de primers al RNA
68" a 42° : RNa retrotranscrito a cDMNA

5" a 99° : Desnaturalizacion AMY trascriptasa reversa
Figura 9. Determinacion de los niveles de RNAMTGFB por medio de la

Reacciéon de Trascriptasa Reversa (RT-PCR)

En cada reaccion de RT-PCR se introdujeron dos tipos de controles de
retroamplificacion:

-Un control RT negativo, que no es mas que un control de contaminacion externa
de los reactivos de la RT-PCR, que contiene el mismo buffer de reaccion que las
muestras pero donde el RNA se ha sustituido por agua DEPC.

-Un control Genémico negativo, que sirve para controlar la presencia de DNA
genémico en la muestra, y en el que se adicionan todos los reactivos menos la
MLV TRAnscriptasa reversa. .

Estos controles se llevan durante los pasos siguientes y se comprueban junto con

las muestras en gel de agarosa.
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254 PCR

La reaccion de PCR se realizd con 4l del cDNA en un volumen total de 50 ul que
contenia un buffer adecuado 50mM de KCI, 10mM de Tris-HCI pH 9.0,

1% de triton X-100, 0.2mM de cada dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), del
iniciador “sentido”0.2 mm y 0.2mm de! “antisentido” correspondientes para cada
reaccion de PCR 1.5mM de MgCl, y 2.5 U de la Taq polimerasa (Ecogen)

Las secuencias de las parejas de oligonucledtidos asi como el tamano de los

fragmentos amplificades por PCR se muestran en la tabla VII:

Tabla VIl. Secuencias de parejas de oligonucieotidos y tamario de los

fragmentos amplificados por PCR

Gen Secuencia Producto amplificado
(pb)

TGF@ 5°-gcectggacaccaactattge-3° 338
5'-tcagctgcactigcaggage-3°

GADPH $ -accacagtecatgccatcac-3’ 453
5'-tccaccaccctgttgetgta-3°
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Las reacciones de PCR se hicieron en un termociclador automatico (PTC-
100 MJ Research, Inc) y las condiciones de reaccién fueron las siguientes:
1.-Desnaturalizacion: 1min a 96°
2.-.Hibridacién de los iniciadores especificos: 1min a 60° para TGFp
y GADPH.
3.- Elongacién de la cadena (30 ciclos para GAPDH y TGFp)
: 1min a 72°
4. Extension final: 5min a 72°.
Se tomaron en cuenta éstas condiciones, ajustando los ciclos cuando inicid

la deteccion de los productos amplificados. Figura 10.

PCR

elecireloresis en
e ol ) 56 de agarest 1.5%
4ul cDRNA = ? l tammpen TAE 1% cen

control RT neg
control genémico neg
control neg PCR
196" : Desaaturalizacién
160" : Hibridacién de los primers
172" :Elongacion de la cadena
§72° :Extension final

Figura 10. Diagrama de la estrategia para la obtencién de DNA de

doble cadena por PCR.
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Los productos de PCR se analizaron en mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1.5% en tampon TAE 1x (400mM de Tris-Acetato y 10mM de
EDTA pH 8.3) con Bromuro de Etidio a concentracién 0.5 microgramos/ml),
intercalador del DNA can fluorescencia en la luz ultravioleta. La intensidad
de las bandas se cuantificé por densitometria (PCR Semicuantativa, 178).
Se tomé la cifra obtenida del TGFB y del GADPH (control interno) y
posteriormente se reaiizé una sustraccion, obteniéndose un cociente, que
es el resultado, anotado para cada una de las muestras.

En la reaccién de PCR también se procesa, junto con los dos controles de
RT anteriores, un control negativo de la PCR, que cansiste en la misma
reaccion para los propios reactivos de PCR pero sustituyendo la muestra
(cDNA) por agua estéril.

Para eliminar |a contaminacién de DNA genomico de algunas muestras de
RNA se procedid al tratamiento con DNAsa, enzima que degrada
selectivamente el DNA, utilizando el kit “DNA-free” (Ambicn): Se incubaron
las muestras con DNAsa a 37° durante 30min y posteriormente

Se adiciond un reactivo inactivador de la DNAsa durante 2 min a
Temperatura ambiente, tras los cuales se precipité la DNAsa durante 1
minuto a 10000g.

2.5.5 Documentacion del Gel y Sistema de Imagenes

La documentacidon del gel se realizo en cuarto abscuro por medio de fluorescencia
con luz ultravioleta, se fotografié y posteriormente se midié la intensidad de las

bandas, por medio de densitomatria a través de un sistema informatico universal
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BIO ID de la Asociacion Americana de Biotecnologia que permite la medicion

semicuantitativa de los productos obtenidos por PCR.

Documentacion del gel y sistema de imagenes

Figura 11. Documentacion del gel y sistema de imagenes

2.6 Tipos de Variables

Para nuestra primera hipétesis, en la que se buscaba la correlacion entre el grado
de fibrosis y los nivcelesdel RNAMTGFB, actuaron como variable Independiente
el RNAMTGFp (causa) y como variable dependiente el grado de fibrosis o estadio
en la biopsia hepatica (efecto). Las variables confusoras fueron: la dosis
acumulada de esteroides, el uso de sobreinmunosupresiéon al usar bolos de
metilprednisolona , la carga viral y el genotipo del virus, asi como las variables
demograficas que serian . sexo y edad tanto en el donante como en el receptor y

el tiempo de evolucion desde el trasplante esto se ejemplifica en la figura 12.
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TIPOS DE VAR AB ES

YARIABLES DEMOGRAFICAS
SEXO
EDAD
TIEMPO DEL TN

!

VARLABLE DEPENDIENTE

DOSIS ACUMULADA DE ESTEROIDES
USO DE BOLOS DE ESTERQIDES
CARGA VIRAL
GENOTIPO

Figura 12. Tipos de variables (a)

En nuestra segunda hipdtesis en la gue se queria demostrar si el tipo de
inmunosupresor influye en la expresidn del RNAMTGFPB, actuaron como variable
independiente (causa) el tipo de inmunosupresor usado, asl como las dosis
acumuladas del inmunosupresor. ya fuera Ciclosporina o Tacrolimus y como
variable dependiente: el RNAMTGFb (efecto) actuando como variables confusoras
también el genotipo, a carga viral y las dosis acumuladas de esteroides y como
variables demograficas, el sexo y |la edad del donante y el receptor y el tiempo

desde la realizacion del trasplante figura 13.
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TIPO DE VARIA ES

VARIABLES DEMOGRAFICAS
S|EXQ
EDAD
TIEMPO DEL TH

¥

VARIABLES INDEPEMDIENTES

Tipo de inmunosupresor usado VARKARLY epubmENTE
Desis acumulada de CsA
Dosis acumulads de FX RNAm TGFp

ARLABL S CONFUSORAS

ACUMURLADA OE ESTEROIDES
USO DE BOLOS DE ESTERVIDES
CARGA YIRAL
SENOTIPO

Figura 13. Tipo de variables (b)

2.7 Analisis Estadistico
Consistié en la comparacion de los diferentes grupos de estudio de acuerdo a los

siguientes parametros:

a) Grado de fibrosis en la biopsia hepatica estimada mediante su estadio.{179)
y mediante su aumento semicuantitativo anual desde el trasplante (181)

b) Produccién de TGFf estimada mediante el RNAm de éste factor.

c) Analizar €l efecto del tipo de inmunasupresor usado sobre el RNAMTGF

Estas comparaciones se realizaron mediante el Coeficiente de Correlacion.
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Comparacion de dos medias mediante la t de Student para variables continuas
o discretas, y el Analisis de Variancia para la comparacion entre de varias
medias.

Correlacién entre variables cuantitativas distintas que se realizd mediante el
analisis de regresion de Spearman

Xz para variables dicotdmicas

Los parametros para cada faclor estudiado fueron: media y desviacidn
estandar. Se empleé el Sistema estadistico SPSS version 100 para el

procesamiento de datos.

2.8 Aspectos Eticos

Se siguieron los lineamientos de Helsinki (apéndice A) sobre protocolos de
investigacion en humanos, solicitandoseles a cada paciente autorizacion por
escrita para abtener el consentimiento informado (apéndice B) para su

participacian de manera voluntaria en el estudic.

2.9 Flujograma de actividades

Se seleccionaron 10s pacientes que cumplieran los criterios de inclusién y
exclusion, a los cuales se les realizd PBH dirigida por ECO o mediante la-
parotomia exploradora, previa Informacion y firma de consentimiento
informado. Se realizaron los procediminetos para la obtenciéon del RNAMTGFR.
Posteriormente se capturd la informacién, se realizaron los analisis estadisticos

y se elaboré el presente reporte. (figurai3)
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on base du drtus. abtenidos ¥ reparts final

Figura 13. Flujograma de Actividades
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CAP(TULO Il

RESULTADOS
3.1 Constitucion de los Grupos de Estudio

Se estudiaron un total de 98 pacientes, 46 pacientes trasplantados par cirrosis
hepética secundaria a virus C y con recidiva del virus C postrasplante (47%), 35
pacientes no trasplantados (36%]), dentro de los cuales 18 pacientes son cirrdticos
con virus C positiva (51%) y 17 pacientes portadores de hepatitis cronica por virus
C (49%), asi mismo se incluyé un grupo de controles correspondientes a 17
pacientes. Debido a la dificultad de conseguir biopsias hepaticas de pacientes
normales, se incluyeron aquellos pacientes que eran sometidos a laparotomia
exploradora para la escision de tumores hepaticos metastaticos, la mayoria
provenientes de carcinoma de colon que tuvieran como maximo dos lesiones
metastasicas menares de § cms. La bhiopsia hepatica se tomod en farma de cufia
de un sitio distal a la zona metastasica y se corrobord por anatomopatologia que el

tejido hepatico era normal.

3.2 Variables Demograficas
De acuerdo a las variables demogréficas: existld predominio del sexo masculino
sobre el femening; en el grupo de trasplantados la pablacidn estuvo constituida por

31 hombres (67%) y 15 mujeres (33%), en el grupo no trasplantado provenientes
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del sexo masculino fueron 21 hombres vy 14 mujeres, vy en los controles normales:
10 del sexc masculino (59%) y 7 del sexo femenino (41%)

En cuanto a la edad observamos : la media en el grupo de trasplantades :58
afios(50-65), en el grupo no trasplantada la media es de 50 afios (38-62) y en el
grupo control la media fue de 83 anos (49-77), por analisis de variancia
encontramos F = 10.149 p =<.000 significativa de la variabilidad intergrupos,
siendo el grupo de mayar edad el correspondiente a las controles nomales, lo
cual es un hecho ya que los pacientes portadores de lesiones metastasicas

hepaticas son (0s de mayor edad.

3.3 Rechazo

En el grupo de trasplantados habian sufrido de rechazo agudo 21 pacientes
{46%) requiriendo de aumento en la inmunosupresion para el tratamiento del
rechazo agudo correspondiendo a 3 bolos de 1 gr de metilprednisolona vy 25

pacientes (54%) no sufrieron de rechazo durante la evolucién de su trasplants.

3.4 Carga Viral

La carga viral en los pacientes trasplantados tuvo una media de:
1,760,534 Ul/mL +1,6623,847 Ul/mL , y la media de la carga viral en los no
trasplantados fue de 688,078 * §59,613 Ul/mL ,siendo mayor en el grupo de

pacientes trasplantados .Al comparar ambas medias mediante una T de Student
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aencontramos que la carga viral de los pacientes trasplantados es practicamente el

dcble que la de pacientes no trasplantados slendo significativa la diferencia entre

ambos grupos. ( t=3.17 p=< .002).

Tabla VIIl. Caracteristicas de los diferentes grupos de pacientes

Trasplantados No-trasplantados Controles Pruebas
n=46 n=235 n=17 Estadisticas
(47%) (36%) (17%) p
Sexo M 31 (67%) 21 (65%) 10 (89%)
i 15 (33%) 14 (40%) 7 (41%)
Edad 58 (50-65) 50(38-62) 63(49-77) *10.149 <.000
Rechazo Si 21 (46%) NA NA
No 25(54%)
Bolus de Si 21(46%)
MPD No  25(54%)
Carga Viral = 1,760,534 + 688,078 + NA * 317 <.002
1,623,847 599,613

NA= no aplica MPD= metilprednisolona * ANOVA **tde student

3.5 Genotipos Virales

El genotipo muestra un predominio 1b en ambas pablaciones, presentandose en

€l grupo de trasplantados en un 81% de las casos en un total de 37 pacientes,

genotipo 1a en 2 paciemes(4%) , genotipa 4 en 2 pacientes (4%) y en 1 paciente
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genatipo 3 (2%) de los casos, en el grupo de no trasplantados tenemos que el

gentipo 1 se presenté en 46% de los casos 16 pacientes, seguido por el genotipo

1a en 6 pacientes (17%) genotipo 3 en 3 pacientes (9%) y genotipo 2 en 2

pacientes 6%, con 8 pacientes en los que el genotipo no fue realizado(22% de los

Casas.

Tabla IX .Genotipos virales encontrados,

Trasplantados No — Trasplamtados
n =46 n=235
Genotipo klentificado (n) 42 27
1a 2 ( 4%) 6 (17%)
1b 37(31%) 16(46%)
1a+1b 39 (85%) 22(63%)
2 Q { 0%) 2(6%)
3 1(2%) 3(9%)
4 2 ( 4%) 0(0%)
Genotipo no |dentificado 4 ( 9%) 8 (22%)

3.6 Examenes de Laboratorie

Los exdmenes de laboratonio se tomaron el dia anterior a la biopsia hepatica y se

describen en la tabla X.



TABLA X. Examenes de laboratorio en los tres grupos de pacientes.

Trasplantados|No Controles | Prueba
Prueba _ trasplantados | _ estadistica
x+1DE _ x+1DE * p
x + 1 DE
Hb 12-17(g/L) (134 +17 134+ 21 127+18
Hto 36-51(%) [39.1+5.0 39.5+ 6.3 385+47
Leucocitos ( K/uL) 49+138 6.6+2.5 5.8+2.6
Plaquetas 4c-400( rul) | 134,5 + 55 142.6+87.7 | 213.3+107.6 (6.320 .003
T de Protombina (%) | 88.3+13.8 | 79.4+21.6 927+124 |4335 016
Segmentados «-7s¢%) | 62.1 + 9.8 61.6+12.1 70.3+14.5
Albdmina 37-53(g/L)| 425+ 4.2 38.246.6 41.7+3.6
Proteinas 60-80(g/L) [ 71 + 7.3 70.5+6.4 60 8+6.5
AST 10-40 (UINL) 80.7+65.5 71.9+453 | 259+75 |4.509 .014
ALT 10-40 (UI/L) 98.3+826 | 92.2+77.2 | 265+92 | 4834 010
FA 90-290(UI/L) 252.3493 156.9+39.2 | 1566.9 + 39.2 | 3.408 0.037
GGT 5-40(UI/L) ([145.2+20.8 26.9+195 | 25.9+195 4,460 0.014
BT .21 (mg/dl)| 1.41+1.2 73+.48 73+.48
Creatinina (mg/dL) 12+ 23 .96+.21 1+3
BUN 10-25 28.2+8.2 19+ 9. 17.6+1.2 [11.399 000
Colesterol (mg/dL} | 183.8+52.5 1714545 | 200.2+67.2
Trigliceridos(mg/dL) | 129.6+90.4 91.5+50.3 | 110.7+47.3

* ANOVA
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De acuerdo a los parametros de labaratorio, se realizé un analisis de varianza
para ver si existia diferencia intergrupcs y se encontré diferencia significativa en
vanos pardmetros, una vez que se determind que existian diferencias entre las
medias, también se realizd, un Pgst Hoc Test y comparaciones multiples de pares
de medias, para determinar entre cuales grupos existian diferencias significativas.
Observamos diferencia en: a) plaquetas, tenisndo mayar concentracion de las
mismas los sujetos considerados como controles, la diferencia por Post hoc test
fue enire trasplantados y normales

p= .001 y entre no trasplantados y controles .003. En cuanto a AST, ALT, FAy
GGT existio diferencia significativa entre los grupos de trasplantados y cantroles y
entre los no trasplantados y controles. EI BUN mostré diferencia entre los
trasplantados y no trasplantados con p = .000 y entre los no trasplantados y
controles con una p =.046

Eslo 1al vez tendria explicacion paor alteraciones hemadindmicas, en ocasiones con
hipotension y requerimientos transfusionales, que sufren mas los pacientes
trasplantados que los no trasplantades ademas de la nefrotoxicidad inherente a la

inMunosupresion.

3.7 Caracteristicas del RNA

Las caracteristicas propias del RNA en cada uno de los grupos se describe en la
siguisnte tabla Xl, la cual muestra que se encontrd mayeor concentracion de RNA
en los controles demostrado por andlisis de varianza y cormoborado por Post Hoc
Test mostranda diferencia significativa predominantemente entre pacientes

trasplantados y No trasplantados comparados con controles. Y esto es debido a
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que én los controles |la muestra se gbtenia por laparotomia por lo que la cantidad
de tejdo era mayor y por ende, la cantidad y la concentracion de RNA obtenida
era mayor. Sin embargo |a pureza fue menor en las biopsias obtenidas mediante
laparctomia ya que el tiempo entre |a obtencién de la muestra y la colocacion en
nitrégenc liquide era mayor. La pureza del RNA fue mayor en los pacientes cuya
biopsia se obtenia en la unidad de radiologia intervencionista obtenida mediante
biopsia con aguja de Trucut dirigida por ECO, ya que al obtenerse el tejido
inmediatamente se introducia en el nitrogenc liquide impidiendo cualquier tipo de
contaminacién. Se consideraba |la pureza del RNA valores entre 1.9 y 2, valores
superiores o inferiores al mismo nos hablaban de disminucion de la pureza del

RNA.

Tabla Xl. Caracteristicas del RNA obtenido en los diferentes grupas de

pacientes
RNA Trasplantados No Trasplantados Controles  Prueba
x+1DE x+1DE x+iDE  estadistica
B p

Cancentracion 366.0974 + 1049.1146 + 1524,065 + 6.897 .002 tynt p=.03
(mg/ulL) 232642 1829.06 1110.09 ty cont p=.00
Cantidad 865 + 1580 + 35.79 + 23.689 000 tynt p=.02
(ng) 5.65 2.89 5.04 not ycont p=.00
Pureza 1.99 + 162 + 1.3718+ 9172 000 tynt p=00
| RNA 5769 5594 4628 not ycont p=.00

*ANOVA ** Post Hoc Test t= pacientes trasplantados cont= pacientes controles

nt= pacientes no trasplantados
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Los resultados descriptivos y comparativos del valor del TGFp, se determinaron en

las tres pablaciones de pacientes y estan descritos en la tabla XlI.

Tabla Xll. Resultados del RNAmMTGFP en los diferentes grupos de estudio

RNAMTGFf / GADPH
X DE Mediana Minimo  Méaximo Prueba
Estadistica
Trasplantados 338670 229289 .260000 .0238 9510 * F=5.816
p=.004
No Trasplantadas .406014 222482 418600 .0505 9644 ** tycont
p=.015
nty cont
p=.003
Contrales .19362 102418 174600 .0634 4058
tynt
p=332

*ANOQVA ™ Post-Hoc test

=trasplantados nt =no trasplantados cont= controles

Como se observa en la tabla XI(, al realizar la determinacién del RNAMTGFf en

los diferentes grupos de estudio, encontramos diferencias significativas entre los

pacientes trasplantados y los controles p =015 y entre los pacientes no

trasplantados y los controles p=.003, sin embargc no existen diferencias
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significativas en la determinacién de RNAMTGFf entre el grupo de pacientes
frasplantados y los nao trasplantados p=.332.

En las siguiente figura 15, tiene tres apartados, a) pagina 89,corresponde a
ejemplos de geles de pacientes trasplantados con su control intemo el GADPH, la
figura b) pagina 90,muesira pacient®s controles mostrando la expresion de
RNAMTGFb y su control intemo , y la ultima parte que se muestra en la pagina 91
c)corresponde a pacientes no trasplantados mostrando en las bandas la
expresion del RNAMTGFp , al realizar la PCR semicuantitativa para determinar la
expresion del RNAmMTGFP y su control intemo el GADPH, obteniéndose el
resultado numérico de ambos, y realizéndose una sustraccion entre el resultado
de GADPH menos el obtenido del TGFpP y el cociente obtenido es el resultado

final.
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Figura 15. Fotografias de geles donde se muestra la determinacién del
RNAmMTGFp en los diferentes grupos de pacientes, asi como su
determinacion semicuantitativa.

_a) PB:trasplantados b) C: controles c¢) CC: no trasplantados

3. 9 Fibrosis
Si dividimos ambas poblaciones de pacientes trasplantados y no trasplantados de
acuerdo al grado de fibrosis en la biopsia hepatica y los categorizamos como:

Grupo Sin Fibrosis, aquellos pacientes con ausencia de fibrosis; Fibrosis Leve a



92

los que correspondian al estadio 1 segun la clasificacion de Scheuer (179) ; ¥y

Fibrosis Moderada a Severa, todos aquellos pacientes con fibrosis en el estadio

del 2 al 4, tenemos desde el punto de vista descriptivo los datos de los pacientes

trasplantados en la tabla Xlll. Notando que a mayor grado de flbrosis, mayor

expresion del RNAmMTGF}.

Tabla Xlll. Resultados del RNAMTGFpB en los pacientes trasplantados de

acuerdo al grado de fibrosis ( leve, moderada, severa)en la biopsia hepatica.

RNAMTGFB/GADPH n % X DE Limite Prueba

Superior estadistica p
Sin Fibrosis 11 24 24600 12093 164753 * 354 016
Fibrosis Leve 12 26 .256650 .230841 .109981 w341 .020
Fibrosis Moderada 23 50 425783 241552 321328

A Severa

Tatal 46

100 .338670 229289

270879 .406760

* Comrelacion de Pearson

** Correlacién de Spearman
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Pacientes Trasplantados

Mean TGFB/GADPH

sin fibrosis fibrosis leve fibrosis mod - sever

grupo1:fib 0  grupo 2:fib 1  grupo 3:fib 24

fib= fibrosis

Figura 16.

Relacion entre el RNAMTGFp y el grado de fibrosis en el grupo

de pacientes trasplantados con recidiva C.
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Figura 17 .Correlacidn entre ¢l RNAMTGFp y el grado de fibrosis

Tanto los resultados de la tabla Xlll como las figuras 16 y 17 muestran una clara
comelacion positiva entre el nivel de RNAMTGF{ y la severidad de la fibrosis, en
los pacientes trasplantados.

Ahora al investigar ko mismo en los diferentes grupos de pacientes observamas
primera que existen diferencias significativas entre las medias de la expresion del
RNAMTGFP, demostrandose con una prueba de ANOVA (F=7.246, p = .001)y
ademés que existe una correlacidn positiva entre el nivel del RNAMTGFp, de

acuerdo al grado de fibrosis, encontramos que, a mayor grado de fibrosis, mayor
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concentracidn del RNAMTGFR. en los distintos grupos de estudio(Correlacién de

Pearson +.362 p=.000) Esto se muestra en |a tabla XIV..

Tabla XIV. Resultados comparativos del RNAMTGFp entre los diferentes

grupos de pacientes en relacion al grado de fibrosis (leve,

moderada a severa)

RNAMTGFp / GADPH
Fibrosis Trasplantados No Trasplantados Controles Prueba
n x+IDE n x+1DE n x+1DE  estadistica
P
SinFibrosis 11 .24600 + 6 363567+ 17 193624+ 7.24 .001
12093 131605 .102418
Fibrosis Leve 12 .25665Q0+ 4 .466375#% ** +362 .000
230841 .119736
Fibrosis Mod 23 425783+ 25 .406544+
a Severa 241552 252318

*ANOVA  *Coeficiente de carrelacion de Pearson

Al comparar los resultados del nivel del RNAMTGFp en los diferentes grupos de
pacientes de acuerdo al grado de fibrosis determinada en la biopsia hepdtica

segun la clasificacion de Scheuer, publicados en 1991(179), tenemos los

siguientes resultados descritos a continuacién en la tabla XV.



Tabla XV. Resultados comparativos del RNAMTGFP entre los diferentes

grupos de pacientes de acuerdo al grado de fibrosis.

(segun Scheuer)

RNAMTGFB / GADPH
Fibrosis Trasplantados No Trasplantados  Controles Prueba
Estadio * ** n x * n X* n X  estadistica p
0 11 246000 6 363567 17 193624 *+ 351 .017
1 12 .256650 e 466375 *-.020 910
2 10 .427470 5 .408060
3 7 391171 1 404532
4 6  .463350 19 437200

*Correlacion de Pearson: entre estadio de fibrosis y RNAMTGFp en trasplantados

y ** na trasplantados

Al realizar los resultadas comparativos entre el nivel del RNAMTGFp entre los
diferentes estadios de fibrosis cbservamos una comrelacioén de Pearson positiva y
significativa en el grupo de trasplantados ya que a mayor grade de fibrasis, de
acuerdo al estadio, mayor es |la determinacion del RNAMTFR (.351 p=.01)llama |a
atencion que ésta correlacion sélo (a encontramos en los pacientes trasplantados,
ya que en los pacientes no trasplantados no se encuentra cormrelacion del nivel del

RNAMTGFB en relacién al grado de fibrosis.
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Para esquematizar lo anterior se muestran las figuras 18 y 19, que muestran la
expresion del RNAMTGFR y de su control intemo el GADPH, en pacientes
trasplantados y no trasplantados de acuerdo al estadio, mostrado en la biopsia
hepatica.

Figura 18.

Expresion de mRNA de TGF en funcion del grado de fibrosis)
en pacientes con trasplante hepatico (Tx) y recidiva de hepatitis C
y pacientes no trasplantados (no Tx) con hepatitis C,
clasificados segun el grado de fibrosis histolégica (0,1,2,3,4)

T No TX

Tx= trasplantados no Tx=no trasplantados C= controles

EXPRESION DE TGFp Y GRADO DE FIBROSIS

Trasplante con No trasplante con
recidiva C hepatitis cronica C

[ I

GADPH

453 pb
TGFB

338 pb —

Fibrosis: = 0 2 4 0 2 4
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EXPRESION DE TGFB PACIENTES CON HEPATITIS C,
CON Y SIN TRASPLANTE HEPATICO (Tx)

453 pb — GADPH
338 pb TGFB

: Tx | NoTx c
Fibrosis| 1 3 | 3 1 -

Tx=trasplantados no Tx=no trasplantados C= controles

Figura 19. Expresién del RNAMTGFf en funcién del grado de fibrosis en

pacientes trasplantados y no trasplantados con hepatitis C, segun el grado

de fibrosis histolégica.

Las figuras anteriores muestran que a mayor grado de fibrosis determinado por el
estadio de acuerdo a la clasificacion de Scheuer (179), la expresion del
RNAMTGFB es mayor tanto en trasplantados como en no trasplantados, sin

diferencias entre ambos grupos.
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3.9.1 Rapidez de progresién a fibrosis

Enrelacion a la rapidez de progresion a fibrosis, se determind primero la fecha en
que se realizd la biopsia hepatica actual menos la fecha en que se realizo el
trasplante en afos, o sea dividido en 365 dias, lo cual nos da el tiempo de
desarrollo de fibrosis, esto se dividia con el estadio de fibrosis determinado a la
revision de |la biopsia hepatica, y se representaba en medias, si tenemos que la
media del grupo de pacientes trasplantados fue de .704 , tode el desarrollo de
fibrosis menor a .704 se clasificd como fibrasis lenta y todo resultado mayecr a.704
se clasificé como fibrosis rapida , o sea aquel paciente que desarrolld fibrosis en

los primeros 5§ anos del trasplante, con lo cual obtuvimos los siguientes resultados

representados en |a tabla XVI.

Tabla XVI. Resultado del RNAMTGFP en relacion a la rapidez de progresion

de |a fibrosis.
RNAMTGF(B / GADPH n X DE Prueba estadistica
p
Fibrosis lenta 32 291731 181821 *2.185 034
<.704
Fibrosis rapida
>.704 14 445957 292117 ** 313 .034

"t de student ** Cormrelacion de Pearson
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Al revisar la tabla XV observamos que existe diferencia entre los dos grupos

demostrada por la prueba t y que los pacientes con fibrosis lenta tienen menor

expresion de RNAmMTGFB que los que desarrollaron fibrosis rapida. Existe una

correlacion positiva entre el RNAMTGFp y la rapidez de progresion de la fibrosis.

En la figura 20 se demuestra que a mayor progresion de la fibrosis la expresion del

RNAmM TGF es mayor, mostrando que la banda de TGFpB que es la marcada en

338 pb se expresa con mayor intensidad que la mostrada en pacientes con

progresion lenta de la fibrosis

EXPRESION DE TGFB Y PROGRESION DE LA FIBROSIS
EN PACIENTES CON TRASPLANTE HEPATICO
Y RECIDIVA DE HEPATITIS C

453pb___.
338 pb——

~— 600 pb

Control Progresion
lenta

Progresién
rapida

Figura 20. Demostracion de la mayor expresion del RNAMTGFpB en fotografia
del gel de agarosa en los pacientes con progresion rapida de la
fibrosis versus pacientes que tuvieron progresion lenta.



101

3.9.2 indice de Progresion de Fibrosis

Para determinar el indice de progresidon a fibrosis, nos basamos en articulos
publicados previamente por el Dr. Poynard. en pacientes ¢con hepatitis crénica C,
tomando en cuenta la mediana de la fibrosis por ano desde el trasplants, 0 sea el
grado de fibrosis en la biopsia hepética dividido entre el tiempo en afios desde el
trasplante, que es la fecha de reinfeccion del virus de hepatitis C, o cual nos da el
tiempo de desarrollo de (a fibrosis.

La media de desarrollo de fibrosis por afio entre los 46 pacientes trasplantados por
recidiva C postrasplante fue de .704 (0.567 -0.840). con una mediana de .3276.
Para determinar el indice de progresidn de la fibrosis establecido por Poynard
(148), en 1997, dividimos: estadio 4 que corresponde a cirrosis entre la mediana
de desamolla de fibrosis por afic y naos da como resuitado, los anos que se
requieren para el desarrollo de cimrosis en la poblacion de pacientes
trasplantados.,

El estadio 4 entre la mediana de progresion de fibrosis (.3276) nos da el indice de

Progresién de la Fibrosis, o sea el liemp¢ en que desarrollara cirrosis = 12 afios.
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Tabla XVII. indice de Progresion de Fibrosis en los pacientes trasplantados

con recidiva C.

RNAMTGFp / GADPH

Fibrosis /afo desde el trasplante

Indice de Progresién de Fibrosis

N = 46
Estadio X Mediana
Media = , 7041
4 : 3276
Emor estandar=  .1368
= 12 afios

Mediana = 3278

DE = 9280

Minimo = 000

Maximo = 3.64

De acuerdo a los resultados de |a tabla XVIL tenemos que en nuestre grupo de 46
pacientes trasplantados can recidiva C, la duracidon mediana de progresion a
cirosis fue de 12 arfios.

A diferencia de la progresidn de cirrosis esperada en un paciente con hepatitis
cronica C no inmunocomprametides, segin estudios del Dr, Paynard es de 30
anos (28-32) (146); por lo que notamos que |la progresion de fibrosis en los

pacientes trasplantadas con recidiva C se acorta de 30 arios a 12 afios.
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3.10 Grado de Inflamacién

De acuerdo al grado de inflamacion encontrado en el estudio anatomopatologice
de la biopsia hepatica, siguiendo los lineamientos de Scheuer (179), donde se
evalia el grado de actividad necroinflamatoria, como actividad partal, lobulillar y la
suma de ambas como actividad global, de acuerdo a esto categorizamos en
inflamacién leve cuando la escala era menor ¢ igual a 2 e inflamacion moderada a
severa cuando la puntuacidn era de 3 6 mas. Tomando en cuenta éstos
lineamientos se expresan los resultados en la tabla XVII, dénde el grado de
Inflamacién calculado en la biopsia hepética de los pacientes trasplantados, no
muestra relacién significativa con €l nivel del RNAMTGF@. Ni en pacientes
frasplantados, ni en pacientes no trasplantados, lo cual nos habla que no hay
relacion alguna del RNAMTGFf con la inflamacion hepatica.

Lo mismo se demuestra en la figura 21 donde se trata de observar la relacidn
enire el grado de inflamacién el nivel de RNAMTGFR y el tipo de inmunosupresor

usado no encontrandose difrencias en ambos grupos
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Tabla XVIIl. Resultados comparativos del RNAMTGFP entre los diferentes

grupos de pacientes en relacidn al grado de inflamacion.

Inflamacion RNAmMTGFf / GADPH

Partal + Lobulillar Trasplantados ** No Trasplantados™ Prueba
estadistica *

ik wkire

n % x+DE n %  x+1DE p

Inflamacién Leve 19 41.3 302211+ 13 371 424338+ *-507 NS

208656 243798
* 261 NS

Inflamacidon Mod 27 58.9 364326+ 22 629 39518+ ™" 046 NS
a Severa 243303 214118 ™“F=818 NS

t de Student ** Correlacidon entre el RNAMTGFp y e! grado de inflamacion en
trasplantados y *** no trasplantados ****ANOVA

En la figura 21, se demuestra que no existe diferencia entre el tipo de

inmunosupesor usado, el nivel de RNAMTGF[,y el grado de inflamacion, en la

biopsia hepatica.
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Resultados

74

Irasplantades

grupo: 1 gdoinflam0-2

Mean TGF B/GADPH

14 - 2
00, ;|
CsA Fx
tipo iInmuno
grupo 1: inflamacién leve grupo 2 = inflamacién moderada a severa

CsA= ciclosporina FK= tacrolimus

Figura 21. Relacion del grado de Inflamacién, el nivel del RNAMTGFf y el

tipo de Inmunosupresor usado.

3.11 Tipo de Inmunosupresor usado

Se buscd relacion entre el tipo de Inmunosupresor usado y la expresion del RNAm
TGFp, para lo cual se estudiaron 46 pacientes trasplantados, 30 (65%) con uso de
CsA y 16 pacientes (35%) con uso de FK. No se encontré relacion significativa
entre el tipo de Inmunosuporesor calcineurinico usado y el nivel de

RNAMTGFB en los pacientes Trasplantados. Lo cual muestra en la tabla XVIII.



Tabla XIX. Resultados comparativos del RNAMTGFf en los pacientes

trasplantados en relacion al tipo de Inmunosupresor usado

RNAMTGFp / GADPH x +1DE Prueba p
estadistica
CsA .336533 + *-.086 NS
n =30 (65%) 227972
e 013 NS
FK 342675 +
n=16 (35%) .239199

* prueba t de Student **Correlacion de Pearson

344

342 »

Mean TGFB/GADPH

Tipo de Inmunosupresor y RNAMTGFb

tipo inmuno

Figura 22. Relacion entre el RNAMTGFP y el tipo de Inmunosupresor usado.
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En la figura 22, pareciera haber diferencias en retacion al nivel de RNAm TGFf y
el tipo de inmunosupresor usado, CsA o FK , sin embargo, no se encontraron
diferencias significativas desde el punto de vista estadistico. Notando en la figura
24 ausencia de correlacidn, es decir, relacion lineal entre nivel de RNAMTGFp y el

tipo de Inmunosupresor usado.

Ciclosporina FK
1.0
-]
a Q
8y a
a
o
64 a
' Q
—— a 4-———'—"""’._'_‘-’-"
43 a R
z t Y
= 2'-—-—'-"1—‘ e
] (]
m a
e a 3
Q o0 - \ . M 8
8 1.0 12 14 1.8 18 20 2.2
tipo inmuna

Figura 23. Correlacion entre el RNAMTGFf y el tipo de inmunosupresor

Usado.

Se buscé la relacidon entre el RNAm TGFB y Ja dosis acumulada de el
inmunosupresor usado, ya fuera CsA o FK en relacion a los afios de su uso , no
encontrandose diferencias significativas ,excepto en el grupo que incluye mayor

nimero de pacientes, los pacientes trasplantados entre 1 a 5 afios postrasplante,
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tal vez si se aumentara el tamafc de la muestra entre los demas grupos, habria

diferencias significativas. Estos resultados se expresan en medias y desviacion

estandar en la tabla XX,

.Tabla XX. Resultado de RNAMTGFp en relacidn de la dosis acumulada del

inmunosupresor usado clasificado de acuerdo alos arnos de su

uso.
Tiempo Dosis acumulada Dosis acumulada
del TH
Ciclosporina® RNAmMTGFB  Tacrolimus** RNAmMTGFB Prueba
* (mg) (mg) estadistica
n x+1DE x+1DE n x+1DE x+1DE p
<1 afio 5 80680 + 32928 + 0 NA NA  *057 NS
23716.3 .306607

1- 5 afos 13 220871+ 217446+ 13 245050 + 357246+ **-014 NS

136792 113411 2164.00 237295
6 -10 anos 5 44325558+ 407000+ 2 66825+ 407400+

244708.3 267577 818.12 264034
+de10anos 7 578253.57+ .447883 1 20900  .0238

116754.10 188757
Total T T
pacientes 30 16

*Correlacion de Pearson: entre tiempo de trasplante y uso de CsA

** Correlacion de Pearson: entre el tiempao del trasplante y uso de FK

** NA= no aplica
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Lo mismo se demuestra en la siguiente figura donde no existe diferencia

entre el tipo de inmunosupresor usado, el nivel de¢ RNAMTGFp y el grado
de fibrosis en la biopsia hepatica

Resultados
Pacientes Trasplantades

20

1 Gr fibrosis actual
04

x B «
% M s
L
g m :
[ =4
.
ioO. M o

Cas K

tipo inmuno

Figura 24.Relacion del RNAMTGFp de acuerdo al grado de fibrosis y al tipo

de inmunosupresor usado.

El esquema inmunosupresor usado incluia aparte de un inhibidor de la
calcineurina, ya fuera CsA o FK, esteroides, por lo que se determiné ademas la
correlacion con la dosis acumulada de esteroides que se ejemplifica en la

siguiente tabla XX.



Tabla XXI. Correlacidn entre el RNAMTGFP y la dosis acumulada de

corticoesteroides

RNAMTGFB/GADPH n X DE Prueba estadistica *
Sig ( 2 colas)
p
RNAMTGFp 46 .338670 229289 *0.94 NS

Dosis acumulada 46 .13636 25167.83
De corticasteroides

*Correlacion de Spearman

3.12 Variables diversas

110

Se buscd correlacion del RNAMTGF( ¢on ¢tras variables, como son edad en

anos, genotipo, carga viral, nivel de transaminasas, AST, ALT,

fosfatasa alcalina .gamaglutamintraspeptidasa,

diferencias significativas , los resultados se muestran en la tabla XXII.

bilirrubina,

albbmina no encontramos
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Tabla XXIl. Correlacién del RNAMTGFp con variables diversas

RNAMTGFp / GADPH X DE Prueba  Estadistica * p
Sig ( 2 colas)
RNAMTGFp 338670 .229289
Edad del receptor 57.51 7.84 114 NS
Viremia * 1760534 1623847.32 F= 071 NS
Genatipo **1.16667 7213 F= 1.253 NS
Rechazo ** 154 50 F= .008 NS
Bolos de cartis 1.64 50 -058 NS
AST 80.76 65.49 .228 NS
ALT 98.35 82.62 -.023 NS
FA 252.39 93.86 017 NS
GGT 14528 208.83 =171 NS
BT 1.41 1.25 A17 NS
Albdamina 42.59 4.24 -.210 NS

*Correlacion de Sperman ™ ANOVA

Sin embargo al correlacionar el nivel del RNAMTGFp con el sexo si encontramos

diferencias significativas, lo cual se muestra en la tabla XXIII.
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Tabla XXIll. Correlacién entre el RNAMTGFP y sl sexo del receptor

n x DE Minimo Maximo Prueba p
estadistica
RNAMTGFf 46 338670 229289 0238 9510 * 344 019
SEX0
masculino 31 292726 223747 0238 .9591 **-2.019 .080
sexg
femenino 16 433620 217657 1645 8861

* Correlacidon de Spearman ** t de Student

Observamas una correlacién positiva entre sexo y RNAMTGFp con un incremento
en el nivel de RNAMTGFP en el sexo femenino sobre el masculiro.
Los mismos datos se muestran en la siguiente figura, donde se demuestra el nivel

de RNAMTGFp en funcion del sexo del receptor.
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12

1.04

004

TGFB/GADPH

maculino femenino

Sexo

T de Student = -2.019 p = .050

Figura 25. Relacion entre el RNAMTGFp y el sexo del receptor

Si categorizamos el grupo de pacientes trasplantados por sexo y el tiempo que
tienen desde que se realizé el trasplante, los resultados se esquematizan en la
tabla XXIV. Dénde se muestran diferencias significativas entre ambos sexos en las
pacientes femeninas con menos de 5 afos postrasplante, doénde el nivel del

RNAMTGFf se encontrd en mayor cantidad.
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Tabla XXIV, Comparacion del RNAMTGFP de acuerdo al sexo y al tiempo

transcurrido desde el trasplante.

RNAMTGFB
n masculino n femenino Prueba estadistica
x+ 1DE x+ 1DE *  p
<1 ano 5 .329280+_ NA
306607
1-5 anos 16 240394+ 7 413886+ 2.023 .050
189361 231706
5-10 arios 7 416929+ 4 389825+ 162 NS
. 274501 250680
>10 anos 3 . 221100+ 4 511960+ -1.968 NS
.186582 198037

*t de student

Se conoce por datos de la UNOS que existe una interaccion entre el sexo del
receptor, la infeccion de VHC y la evclucién del trasplante y la sobrevida del
injerto, que al parecer es menor en el sexo femenino, aunque nosotros
encontramos una comelacion positiva entre el sexo femenino y el nivel de
RNAMTGFp, sin embargo no existe correlacidn entre el sexo y el indice de

progresion de la fibrosis, como se muestra a continuacion.
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Tabla XXV. Velocidad de progresion de la fibrosis en relacién al sexo del

Receptor.

Velocidad de progresién de la fibrosis

_ indice de progresion
n % X DE mediana a cirrosis
Sexo Masculino 31 68 7935 1.0692 4946 8.08
Sexo Femenino 15 32 5194 D224 2676 14.94

Comrelacion de Pearson: -.140 p = NS tde student =938 p=NS

Ahora si tomamos en cuenta los dalos del donante tenemos que: Si
correlacionamos la edad del donante en grupos de edad, encontrames una
correlacion positiva y estadisticamente significativa, ya que a mayor edad del
donante la velocidad de progresion de la fibrosis es mayor en el receptor.
Observamos ademas en la siguiente tabla, el indice de progresion a cirrosis
descrito por Poynard (146), encontrando que cuando la mediana de edad del
donante tuva la mas lenta progresidn a cirrosis fue el grupo comprendido sntre los

31 a 40, desamrollando cirrosis en 32.23 afnos y la més rdpida progresion a cirrosis
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comrespondiente a 2.7 aiios, se encontrd cuando la mediana en la edad dsl

donante se encontraba entre 71 a 80 afios.

Lo anterior se ejemplifica en la tabla XXVI, y en la figura 26.

Tabla XXVI. Correlacion entre la edad del donante categorizado por grupos

de edad y la velocidad de progresién de |a fibrosis en el receptor

Velocidad de progresion de la fibrosis
_ Indice de pragresion

n % X DE  mediana a cirrosis

Edad del donante 46 100 322 197 3276 12.21
Por grupos

10-20 12 261 1.17 .39 3276 12.21
21-30 9 196 1.22 44 2126 18.81
3140 5 1098 1.00 00 1241 32.23
41-50 8 174 1.50 53 7061 5.66
51-60 § 1089 1.40 83 5630 7.10
61-70 3 6.5 1.33 .58 6541 6.11

71-80 4 8.7 1.75 .20 1.4587 2.74
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Figura 26. Correlacion entre la edad del donante categorizado por grupos de

edad y la velocidad de progresion de la fibrosis en el receptor

Si categorizamos a los donantes en grupos de mayor de 40 afios y menor de 40

afios y lo correlacionamos con la velocidad de progresion de la fibrosis

observamos que. Al usarse donantes cada vez de mayor edad, tiene una

correlacion positiva con la velocidad de progresién de la fibrosis en el receptor, ya

que, en donantes menores de 40 afios, el indice de progresién a cirrosis fue de

17.34 afos contra 5.71 afos si el donante era mayor de 40 afos, lo siguiente se

ejemplifica en la tabla XXVl y el la figura 27.



Tabla XXVIl. Correlacion entre la edad del donante y la velocidad de

progresion de la fibrosis.
Velocidad de progresion de la fibrosis
. indice de progresion
n % X DE mediana a cirrosis
Edad del donante
< 40 aflos 26 56.5 385 19.47 2306 17.34 *
> 40 afios 20 435 1.30. 47 6995 5.71
Vel de progresion de la fibrosis
Fibrosis lenta 32 69.6
Fibrosis rapida 14 304
Correlacion de Pearson: .339 p=.021 *tde Student: -2.371 p=.022
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Figura 27. Correlacién entre la edad del donante y la velocidad de progresion

de la fibrosis en el receptor
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CAPITULO IV

DISCUSION
El Hepatitis por virus C, es la indicacion mas importante en la actualidad para el
trasplante hepatico, tanto en los centros de Europa como en Estados Unidos de
Norteamerica, sin embargo, la recidiva del vius C en ellos, es universal
presentando en los primeros meses postrasplante cuadro de hepatitis aguda en
25-45% de los pacientes, seguido por hepatitis crdnica del 80-100% de los
pacientes trasplantados, con desarrollo de cirrosis en el injerto, en un rango que
va de un 3 a un 33% de los casos en un |lapso aproximado de § afios(157 ). Lo
anteriar ha sido observado al revisar las publicaciones de diferentes autores, sobre
la historia natural de la recidiva C postrasplante (152-159), concordando todos
ellos en que existe fibrosis acelerada del injerto, en un periodo de tiempa corto.
Por lo cual se han peostulado diferentes factores, entre los que destacan:
Factores relacionados con el virus, como san: la carga viral, el genctipo y las
quasiespecies;
Factores relacionados con el donador, como serian la edad y el sexo;
Factores relacionados al procedimiento quirirgico: como el tiempo de isquemia;
Factores externos, donde se encontraria el tipo de inmunosupresién usado, la
coinfeccian viral, el ano en que se realizg el trasplante, y la terapia antiviral; Y
factores relacionados al huésped, como serfan el sistema de histocompatibilidad,

la raza y el gsistema inmune.
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El factor trasfarmante de crecimienta Peta, ha sido implicade en la fibrogénesis
en pacientes con enfermedades cronicas del higado, tanto en hepatitis cronica
como en cirrasis, siendo la isocforma TGFP-1, la mas relacionada a fibrosis,
teniendo que es un mediador molecular de |a fibrosis tisular, y su incremento es
directamente proporcional con el aumento del RNAmde la colagena tipo 1
(98,100). Por medio de tinciones de inmunohistoquimica en la biopsia hepatica
se determing |la proteina TGF-B1 en pacientes con hepatopatia cronica en las
areas de fibrosis, pero no en las areas de enfermedad inactiva, ni en areas de
tejido normal (192).También se ha observado incremento del TGFp en
enfermedad venaoclusiva (129). Sin embargo la relacion entre el TGFp y la fibrosis
no esta limitado solamente al higado, lo cual he sido estudiado por numerosos
autores, quienes han hallado también dicho incremeénto en otras enfermedades y
su asociacion a fibrosis como a nivel renal en la glomerulonefritis (193), en la
nefropatia diabetica (194), en el rechazeo del injerto postrasplante renal (82,
98,195), en enfermedades pulmenares como serian la fibrosis idiopatica (129) y la
fibrosis de origen autoinmune (196). En dermmatologia se ha asociado el
incremento de la expresion del RNAMTGFP a la esclerosis sistémica (197), a la
aparicion de cicatriz queloide (198), a las cicatrices hipertréficas postquemaduras
(199) y al sindrome de eosinofilia-mialgia(200). En el area vascular se asocia a la
reestenosis vascular arterial (201). En el sistema nervioso central se ha
observado una carrelacion positiva entre el TGFP y la fibrosis intraocular(202) y

se menciona ademas su incremento en la artritis reumatoide {203).
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La sintesis de TGF-p varia entre individuos y esto depende principalmente de
aspectos hereditarios en el gen que expresa el TGFf,lo cual implica en algunos
individuos, mayor riesgo de fibrosis . Asi, si el drgano trasplantado es obtenido de
un individuo con genotipo altamente productor de TGFf, en un paciente receptor
geneticamente del mismo tipo, el riesgo de rechazo agude y rechazo resistente a
estercides es mayor., lo cual se ha observado del mismo modo en el rechazo
cronico .Existen varios estudios en pacientes postrasplantados de rifdn y de
pulmén que muestran incremento en la expresidon del RNAMTGFR y de la
expresion de la proteina total del TGFp (80,81,82,83), La sintesis de TGF-f varia
de manera individual, siendo determinada en el drgana trasplantada por una serie
de insultos; los que pueden ser inmunoldgicos, dafic causado por anticuerpos y
por la respuesta inflamatoria ( IFN.y , TNFa),asi como factores no inmunoldgicos
como la isquemia de reperfusidn, la infeccidn par citomegalovirus, la hipertension
arterial, la hiperlipidemia y la hiperfiltracion, donde al haber dafio endotelial, se
producen una serie de citocinas, y factores de crecimiento, entre ellos el TGF-
f.cuya funcion es tratar de reparar el dafio. Del mismo modo han surgido en los
ultimos afos gran cantidad de articulos que miden citocinas, especialmente TGFp,
en muestras de plasma y suero, que( técnicamente no es lo mismo, ya que las
plaquetas son la fuente principal de TGF-p como resultado de la degradacion de
las mismas durante el proceso de farmacidon de coagule in vitro, por lo que seria
mejor medirio en suero) , sin embargo no reportan el uso de ninguna medida para
detectar dafo plaquetaric en suero, basandose en lo reportado por Gainger y

cols(204 ), que dicen no encontrar diferencias entre suero y plasma para la
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medicién del TGF-B total o la forma activa. Lo ideal seria usar técnicas bien
validadas para |a determinacidén de TGF-f (205), debido a que es un marcador

ingspecifico y pueds elevarse en cualquier proceso inflamatorio fibrdlico del

arganisma.

Por lo anterior decidimos realizar la determinacion directamente del tejida
hepéatico, mediante RT-PCR, la cual es la técnica de eleccidn para detectar poca
cantidad de RNAmM en muestras de tejido pequenas, técnica ya validada por el Dr,
Didier Auboeuf en Lyon, Francia (176)maodificada por centrifugacion con Clorurg
de Cesio para lograr obtener mayor cantidad y mayor pureza del RNA, que hasta
el momento se habla realizado por técnicas de Northern-blot .Nuestros hallazgos
muestran que, al hacer la determinacion del RNAMTGFB, directamente en tejido
hepético, para observar la influencia que éste pudiera tener en la fibrosis y en la
rapidez de progresidn de la misma, en los pacientes con trasplante hepatico
secundario a hepatopatia cronica C y recidiva del virus de la hepatitis C
postrasplante, se ha demostrado en éste estudio que el TGFf juega un papel
importante en la fibrosis del injerto en los pacientes con trasplante hepatico y
recidiva C, se demostrd que el RNAMTGF( se expresa en el tejido hepatico,
independientemente del grado de lesién encontrado en la biopsia hepatica; que la
expresion es mas intensa cuanto mayor es el grado de fibrosis, encontrando una
correlacion positiva, a mayor grado de fibrosis mayor expresiéon del RNAMTGF},
asi mismo que la expresién de éste factor se ve incrementada y muestra una
coirelacion positiva en pacientes con mayor rapidez de progresion a fibrosis, 0 sea

el hecho que el nivel de RNAMTGFB es mayor en pacientes que desarollan
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fibrosis rdpida, en comparacion con quienes desarrollan fibrosis lenta. Par 1o
tanto, el TGFP podria ser una diana para futuras intervencionses terapeuticas en

éstos paclentes...

Se ha reportado en la literatura, por Poynard (146) un Indice de pragresién a
cirrosis de 30 afios entre los pacientes con hepatitis cronica secundaria al virus de
la hepatitis C. En nuestro trabajo encontramos que el indice de progresion a
cimosis en los pacientes con trasplante hepatico y recidiva del virus de la hepatitis
C fue de 12 afios, lo cual nos muestra una clara disminucion en el tiempo de

desarrollo de cirrosis en el paciente inmunacomprometido.

Sin embargo un dato importante , es el hecho de que no se encontraron
diferencias significativas en el nivel de expresion del RNAMTGFf3 en pacientes
trasplantados con recidiva C y en pacientes no trasplantadas con los diferentes
estadios de la hepatitis cronica C, lo cual sugiere que existen otros mecanismos
profibrogénicos aclivados y/o que los mecanismos colagenaliticos estan
disminuidos , para poder justificar la progresion acelerada del deposito de
colagena en el injerto hepatico de éstos pacientes. La mayor rapidez de
progresion de la fibrosis en los pacientes trasplantados con recidiva C, debe ser
multifactorial y secundaria a mecanismos no retiejados por el grado de expresion
del TGFB. Quedd demostrado que |a expresién del RNAm TGFpB no tiene ningin
efecto sobre el grado de respuesta inflamatoria determinado en le tejido hepatico

por estudio anatomopatologico.

Sin embargo el sstimulo cronico promueve |a fibrosis y un aumento de la sintesis

de componentes de matnz extracelular. (81,133). Del misme meodo, en pacientes
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con trasplante renal, cardiaco y pulmonar, sé demostrd que existia influencia del
tipo de inmunosupresor fundamental{inhibidores de la calcineurina: Ciclosporina @
Tacrolimus) y el mayor o menor estimulo sobre la produccion de TGFB(124-127).
teniendo la Ciclosparina un efecto estimulador sobre la produccion de TGFf y el
Tacrolimus (FK-506) un efecto frenador sobre el mismo ,( 131-133).Este posible
efecto regulador de la ciclosporina y el tacrolimus sobre el TGFB no habia sido
investigado en el trasplante hepatico, aunque existe una cita en la literatura del
Dr. Mohamed Mostafa (133) , en el que realizé analisis de inmunafluoresencia
semicuantitaivo de TGFB1 en biopsias hepaticas de pacientes postrasplantados,
dénde se determind la forma activa del TGF-B1 en bajas cantidades en el donador
del tejido, pero esto se veia incrementado a los 6 dias del trasplante en aquellos
que ingerian ciclosporina , a diferencia de los que usaban tacrolimus, sin embargo,
la muestra de pacientes fue  peguefia por lo que no se pudieran hacer

conclusiones validas:

El segundo punto que deseabamos investigar era si los inmunosupresores tenian
alguna influencia sobre ef grado de fibrosis, encontrando que a diferencia de lo
que estaba previamente descrito en trasplante renal, cardiaco y pulmonar ,
notamos que la intensidad de la expresién del RNAMTGFB no se ve influida por el
tipo de Inmunosupresor anticalcineurinico usado, por lo que pueden usarse de
manera indistinta cualquiera de los dos inhibidores de la Clacineurina, ya sea
Ciclosporina o Tacrolimus, en el paciente trasplantado por hepatopatia cronica
secundario a vius GC concluyendo que no son factores determinamtes en la

recidiva C postrasplante. Ya habia sido prevlamente descrito la ausencia de
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carrelacion entre el tipo de inmuncsupresor usado y el nivel del RNAm TGF( por
diferentes autores, el Dr. Michel | Nicholson de@ Gran Bretaiia, quien describe que
el TGFP tiene influencia fibrogenica en el trasplante renal, sin embargas no
existieron diferencias significativas entre receptores tratados con Cs o FK. El
encuentra otros genes profibrogénicos que pudieran estar implicados coma son la
colagena tipo lIl, TIMP1, TIMP 2 y tenascina incrementado en pacientes que
reciben CsA que los que reciben FK. Hughes et al (205), han descrito también que
no existieran diferencias entre |la terapéutica de CsA o FK en concentraciones
séricas de la fomma activa del TGFf, a diferencia de lo que estaba
anecdoticamente descrita en la literatura (205).

El Dr. David Multimer y cols.(170) del Hospital Queen Elizabeth y la Universidad
de Birmingham , Gran Bretana, recientemente han publicado un articulo donde
revisaron 101 biopsias postrasplame, de 56 pacientes trasplantados por infeccion
de virus de hepatitis C, para determinar el rango de progresion de fibrosis y su
asaciacion entre la edad y sexo del danante, encontrando un rango medio de
progresion de fibrosis de .78 unidades por ano postrasplante, en pacientes cuyo
donante fue menor de 40 afios el tiempo para desarrollar cimosis fue de 10 afios,
contra 2.7 anos cuando la edad del donante fue mas de 50 afcs. En nuestro
estudio encontramos una comrslacion positiva entre la edad del donante y la
velgcidad de progresidn de la fibrosis en el receptor; con un punto de corte, menor
que el ya descrito; si el donante es mayor de 40 anos la progresion a fibrosis se
ve incrementada en mas de 3 veces, esto es a mayor edad del donante la

aparicién de fibrosis es mas temprana. El indice de progresién de fibrosis fue de
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5.71 afias cuando la edad del donante era mayor de 40 afios y de 17.34 afios
cuando era menor de 40 afos.

La trascendencia de este hallazgo radicaria en que, cuando no puede evitarse el
uso de donantes de mayar edad en pacientes portadores de hepatopatia crdnica
secundaria a VHC, debera anticiparse que tendran un curso de hepatitis mds
agresiva, por |0 que a estos pacientes, especialmente, se les debe proponer
terapia antiviral postrasplante inmediata. (170)

Aunque habia sido previamente descrito por datos de la UNOS, la interaccion
entre el receptar femenino, la infeccién par VHC y la evolucidn del trasplante, y la
menor supervivencia del injerto (169), nosotros encontramos una correfacion
positiva entre el nivel de RNAMTGFfl y el sexa femenino del receptor,
encontrandose mayor expresién del RNAm TGF(B en el sexa femenino que en el
masculino, y sobretodo en los primeros 5 afos del trasplante, esto podria
sugerimos, que el sexo del receptor puede tener alguna influencia en la severidad
de la recidiva del virus C postrasplante. No encontramos carrelacion entre el sexo
del receptor y el indice de progresién de fibrosis, para lo cudl, se tendria que
llevar a cabo un seguimiento a largo plazo para determinar la sobrevida del injerto
y del paciente en funcion del sexo.

En resumen observamos que el TGFf tiene influencia sobre la fibrogénesis
hepatica de la recidiva C postrasplante, sin embargo no es un factor Gnico, lo
anterior nos confima que el proceso de fibrogénesis hepatica es multifactorial,
par lo cual deberan realizarse estudios para dilucidar otros factores, como por

ejemplo las observaciones encontradas en nuestro estudio en cuanto a la edad del
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donante y el sexo del receptor que de confirmarse por otros estudios serian un
punto importante en la historia natural de la recidiva del virus C en pacientes
postrasplante hepatico y anticipariamos que los receptores del sexo femenino y
co-donantes mayores de 4Q arios, tendrian recidiva mas severa por lo que

podriamos realizar intervenciones terapéuticas tempranas en éstos pacientes.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES

El RNAm del factor trasformante de crecimiento fleta se expresa en el tejido
hepatico de pacientes con hepatitis C antes y después del trasplante,

independientemente de cual sea el grado de lesion.

La expresion del RNAMTGFfp es mas intensa cuando mayor sea el grado de
fibrosis en pacientes con recidiva C postrasplante, encontrandose una correlacion
pasitiva, mientras que en |0s pacientes no trasplantados con hepatitis cronica C no

hubo correlacian.

No se encontraron diferencias significativas en el nivel de expresion del
RNAMTGFP en pacientes trasplantados con recidiva C y en pacientes no

trasplantados con hepatitis cronica C.

En los pacientes trasplantados con recidiva C, la expresion del RNAMTGF( es

mas intensa en aquellos pacientes con mayor rapidez de progresion de fibrosis.

El indice de pragresidn a fibrosis en el paciente trasplantado con recidiva C es de

12 afios.
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El grado de inflamacién encontrado en la biopsia hepatica no se relaciona con Ia

intensidad de expresion del RNAMTGFf

La intensidad de la expresién del RNAMTGFpP no se ve influida por el tipo de

inmunosupresor anticalcineurinico usado.

La edad del donante impacta de manera relevante sobre el indice de progresidn
de la fibrosis, ya que a mayor edad del donante, menor tiempo de desarrollo de
cirasis, siendo la edad mayor de 40 arios &l punto de corte al cual se acelera la

pragresion a fibrosis hasta 3 veces mas que en los menores de 40 afios.

El sexo femenino del receptor se comrelaciona a mayor expresién del RNAm

TGFp.

No se encontré correlacion entre el nivel de RNAMTGFp, y variables como

genotipo, carga viral, ni el nivel de transaminasas.
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CAPITULO VI
PERSPECTIVAS

Estudiar y descubrir otros factores claves, tanto genéticos, como de respuesta
inflamatoria y de fibrogénesis hepatica (péptido aminoterminal del procolageno tipo
Il , colageno IV, laminina, tenascina, undulina y acido hialurdnico) asi como de
colagenolisis {metaloproteinasa MMP-2)) o inhibidores de la metaloproteinasas
(TMP-1 y TIMP-2) que nos pemitan realizar intervenciones terapéuticas
tempranas pre y postrasplante inmediato para evitar la severidad de la recidiva C y
la pérdida del injerto.

El progreso en la regulacidn molecular de la fibrosis y en su tratamiento, sera el
futuro en ésta materia. Los avances en terapia génica, al encontrar blancos
tisulares especlficos, el poder usar moléculas pequefias como inhibidores de
citocinas.

El poder lograr un mejor y mayor conocimiento acerca dela regulacion del
crecimiento y apoptosis de las células estrelladas.

Y en un futuro el usc de microchips al secuenciar el genoma humano nos
permitira determinar el grado de polimorfismno genético que predice la severidad de
la fibrosis y determinar patrones de expresién multigénica para poder realizar
intervenciones clinicas y terapéuticas, coma seria, la terapia génica dirigida a las
células hepatica podia usarse para remplazar un gen perdido, expresar un gen
que no se expresa normalmente, interferir con la expresion de un gen, o reparar

un gen mutado.
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Declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica Mundial: Recomendaciones para
orientar a los medicos en los trabajos de investigacidn biomédica con sujetos
humanos.

Adoptada por la 18a Asamblea Médica Mundial (Helsinki, Finlandia, junio de
1964), revisada por la 29a Asamblea Médica Mundial Takic, Japén en 1975), en
Venecia, Italia en 1983, en Hong Kong en 1989 y a 48 Asamblea General en
Somerset West, Replblica de Sudafrica, 1996.

Introduccion

El médico tiene por misidn la proteccion de la salud de la poblacién. Su
conocimiento y conciencia estan completamente dedicados a esta funcién.

En su Declaracion de Ginebra, la Asaciacion Médica Mundial constrifie al medico
con las palabras “La salud de mi paciente serd mi primera consideracion® y el
Cédigo Intemacional de Deontologia Médica declara que "el médico ha de actuar
solo en interés del paciente cuando adopte cualquier medida que pueda debilitar
su condicion fisica o mental"

La finalidad de la investigacion biomédica con sujetos humanas debe ser el
perfeccionamiento de los métados diagnosticos, terapeuticos y profilacticos y el
conocimiento de la etiologia y la patogenia de la enfermedad

En la practica médica actual, la mayoria de los métodos diagndsticos, terapéuticos
‘prql’ggcticos entrafian riesgos, Esto afecta especialmente a la investigacion
iomédica

El progreso de la medicina requiere investigaciones que en ultimo término deben
basarse en la experimentacién en el hombre.

En el terreno de la investigacidn blomeédica, canviene establecer una distincion
fundamental entre la investigacion medica efectuada en un paciente con fines
esencialmente diagnosticos o terapéuticos y aquella cuya finalidad esencial es
p'urar_n?onle cientifica y no posee ningun valur diagnostico o terapéutico directo para
el sujeto.

La ejecucion de investigaclones susceptibles de afectar al medio ambiente
requiere especial precaucién; por otra parte, se respetara siempre el bienestar de
los animales empleados en la investigacion.

En atencidén a que, para el progreso de la ciencia y para el bienestar de la
humanidad doliente, se ha hecho indispensable aplicar al hombre los resultados
de las experiencias de lahoratorio para obtener mas conocimiento cientifico, y para
ayudar a la humanidad daoliente, la Asociacion Médica Mundial ha formulado las
recomendaciones que siguen con objeto de que sirvan de norma a todos los
médicos que realicen trabajos de investigacion biomedica con seres humanos.
Estas recomendaciones seran objeto de revisidn en el futuro. Es importante poner
en relieve que las normas que figuran en este cuerpo doctrinal no se propanen
otra finalidad que servir de guia a los médicos de todo el mundo. Nada exime al
médico de su respansabilidad penal, civil y ética con respecto a las leyes de sus
propios paises.
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Principios fundamentales

Los trabajos de investigacion biomedica con sujetos humanos deberan ajustarse a
los principios cientificos generalmente reconocidos y basarse en pruebas de
laboratoric y ensayas en animales practicados coma es debido, asi como un
conacimiento profundo de la literatura cientifica.

El plan y la implementacion de todo método de experimentacion en sujetos
humanos deberan formularse claramente en un protocolo de experimentacion que
se transmitira, para ser examinado, comentado y enjuiciado, a un comité
constituido al efecto, independiente del investigador y del promotor. Se
sobreentiende que este comité independiente se atiene a las leyes y regulaciones
del pais en que se realiza la investigacion.

Todo trabajo de investigacion biomédica con sujetos humanos ha de estar sdlo a
cargo de personas que posean (a debida preparacion cientifica y bajo vigilancia
de un profesional de la medicina con la necesaria competencia clinica. La
responsabilidad sobre el ser humano objeto de un expenmento debe recaer
siempre en una persona capacitada médicamente y jamas en €l propio sujeto de la
investigacidn, ni siquiera aunque ésté haya dado su ¢consentimiento

Solo sera licito llevar a cabo trabajos de investigacion biomédica con sujetos
hun]antos gi el objetivo propuesto justifica €l inherente riesgo a que se expone el
paciente.

Antes de emprender un trabajo de investigacion biomedica con sujetos humangs,
habra que sopesar con el mayor esmero |0s riesqos previsibles y las ventajas que
cabe esperar para el individuo objeto de la experiencia o para otras personas
cualesquiera. En todo caso, el interes del sujeto debe prevalecer por encima de
los intereses de |a ciencia y de |a sociedad.

Debe respetarse siempre el derecho de cada individuo participante en la
investigacion a salvaguardar su integridad personal. Habran de adoptarse todas
las precauciones necesarias para respetar la intimidad del sujeto y para reducir &l
minimo las repercusiones del estudio sobre la integridad fisica y mental del sujeto
y sobre su personalidad.

Los médicos deberan abstenerse de participar en proyectos de investigacion que
requieran la participacion de sujetos humanos a menos que tengan el
convencimiento de que los riesgos inherentes se consideran predecibles. En todo
caso, deberan interrumpir la investigacién si se comprueba que los riesgos
superan a las posibles ventajas.

En la publicacidn de los resultados de sus investigaciones, el médico debera
respetar siempre la exactitud de los resultados. Los informes sobre experimentos
cuya practica no se haya ajustado a los principios expuestos en |la presente
Declaracion no deberén aceptarse para su publicacion.

En todo trabajo de investigacién sobre seres humanas, se informara debidamente
al posible sujeto de los objetivos, los métodos, las ventajas previstas y los posibles
riesgos inherentos al estudio asi como de las incomodidades que éste pueda
acarrear. Habra de informarse al sujeto de que, si lo desea, puede abstenerse de
participar en el estudio y de que es libre de retirar su consentimiento de
participacion en cualquier momento. El médico debera obtener, a ser pasible por
escrito, el consentimiento del sujeta, libremente otargada.
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En la obtencion del consentimiento informado para el proyecto de investigacion, el
médico habra de obrar con particular precaucion si el sujeto se encuentra en una
relacion de dependencia respecta de el o puede consentir por coaccién. En ese
caso debera abtener el consentimiento del paciente ya informado un medico que
no particiFe en la investigacion y que sea independiente por completo de esa
relacion oficial.

En caso de incapacidad legal del paciente, se solicitara la autorizacion de su tutor
a representante legal, de conformidad con la legislacion nacional. En casa de
incapacidad fisica o mental que hiciere imposible obtener el consentimiento, o
cuando el sujeto sea menar, el permiso del pariente responsable suplira al del
enfermo, de conformidad caon la legislacion nacional. Siempre que el menar sea
capaz de dar su consentimiento, habrd de obtenerse éste ademas de la
autorizacion de su tutor legal.

En el protocolo de la investigacién flgurara siempre una declaracidn sobre las
cansideraciones éticas inherentes al caso y se indicara que se han tenido en
cuenta los principias enunciadas en la presente Declaracion.

ll?ye_sti)gacién medica asociada a la asistencia profesional (investigacion
clinica).

En el curso del tratamiento de un enfermo, el médico debe estar en libertad de
recummir a una nueva medida diagnostica 0 terapeutica si, a su juicio, esta ofrece
fundadas esperanzas de salvar la vida, de restablecer |a salud o de aliviar el dolor
del paciente.

Habran de sopesarse los potenciales beneficios, los riesgos y las molestias que
puede reportar todo nuevo método en comparacion con las ventajas de los
mejores metodos diagndsticos y terapéuticas actualmente en uso.

En cualquier estudio medico debera aplicarse a todos los pacientes -incluidos los
del grupo o grupos de control, si los hubiere- el metodo diagnastico o terapéutico
de mayor eficacia comprobada,

La negativa del paciente a participar en un estudio jJamas debera afectar la
relacion medico-enfermo.

Si el médico estimara indispensable no obtener el consentimiento del sujeto
informado, debera exponer las razones concretas de ello en el protocolo
experimental que examinara el comité independiente (1, 2).

La facultad de combinar la investigacion médica y |a asistencia al enfermo, con el
fin de adquirir nuevos conccimientos medicos, debe reservarse exclusivamente a
aquellos casos en que la investigacion médica se justifique por su posible valor
terapéutica o diagndstico para el pacients.

Investigacion biomédica no terapéutica con sujetos humanos (investigacion
biomédica no clinica).

En las investigaciones médicas llevadas a cabo en un ser humano con fines
puramente cientificos, la misidn del médico consiste en proteger la vida y la salud
de la perscna sometida a la experimentacion biomeédica.
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Los sujetos deberan ser voluntarios, lo mismo si se trata de personas sanas que

de pacientes cuya enfermedad no guarde relacién con la experimentacian
proyectada.

Cuando el investigador o el equipo de investigacidn consideren que puede ser
peligroso proseguir la investigaciin deberan intermumpirla.

En las investigaciones en seres humanos, el interés de la ciencia y de la sociedad
jamas debera prevalecer sobre las consideraciones relacionadas con el bienestar
del sujeto.
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APENDICE B
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
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CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL PACIENTE.
MODELO PARA PACIENTES CON TRASPLANTE HEPATICO

TITULO DEL ESTUDIO: Fibrogénesis hepatica en pacientes con trasplante de
higado y recidiva de infeccion por virus de la hepatitis C: papel patogénico del
TGFB.

Investigador principal: Dr. Antoni Rimola
Colaboradores: Dres. Pares, Caballenia, Miquel y Cisneros.

INFORMACION PARA EL PACIENTE:

La mayoria de pacientes, que camo Ud, han recibido un trasplante hepatico por
una cirrosis por virus C presentan la reaparicion del virus en el nueve higado. Ello
suele causar una hepatitis crénica la cual presenta un curso que aun o esta bien
definido, pero que puede ser muy variable de un paciente a otro. No obstante, una
proporcion de pacientes desarroilan cicatrices en el nuevo higado debido a su
infeccion por virus C, o que puede alterar su comecto funcionamiento. Las
cicatrices son caonocidas tecnicamente con el nombre de fibrosis, y su formacion
con el nombre de fibrogénesis, palabra que figura en el titulo del estudio. Los
mecanismos Yy factores que influyen en el desarrollo de estas cicatrices no son
conocidos.,

Por ello hemas disefado el presente estudio con objeto de conacer determinados
factores que podrian jugar un papel importante en la farmacion de cicatrices en €l
nuevo higado infectado por virus C. Uno de estos factores es el TGFf que figura
en €l titulo del estudio y que padria ser uno de los mayores responsables de las
mencionadas cicatrices. Asimismo, también nos interesa conacer si el tratamiento
cantra el rechazo que recibe Ud. puede influir en la apancién de las cicatrices
hepaticas.

El mejor conocimiento de los procesos que provocan cicatrices en el higado de los
pacientes que, como Ud., tienen un trasplante hepatico puede en un futuro
contribuir a mejorar su tratamiento.

Para la realizacién de este estudio solo hace falta un poco de tejido hepatico que
se puede obtener aprovechando parte de la biopsia que hemos de practicarle a
Ud. por motivos estrictamente de su salud y de control de nuevo higado. Por tanto,
la participacion en este estudio no representa ningun riesgo ni ningan esfuerzo
especial para Ud.

Su declision de participar en este estudio es completamente voluntaria. En caso de
no aceptar su participacion, debe saber que ello no repercutira negativamente en
su control y tratamiento ni alterara la relacion con su médico. Asimismo, puede Ud.
retirar su consentimiento en cualquier momento,
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CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL PACIENTE.

Titulo del estudio: Fibrogénesis hepdtica en pacientes con trasplante de higado y
recidiva de infeccidn por virus de la hepatitis C: papel patogénico del TGFf.

---------------------------------------------------------------------------------------------------------

(nombre y apellidos, escritos por el propio paciente)
1. He leido |a hoja de informacion que se me ha entregado.
2. He padido hacer preguntas sobre el estudio.

3. He recibido suficiente informacion sobre el estudio.
4. He hablado con

-------------------------------------------------------------------------------------

(nombre de! medico que le ha informado)

5. Comprendo que mi participacion es voluntania.

6. Comprendo que puedo retirarme del estudio cuando quiera, sin tener que dar

explicaciones y sin que ello repercuta en mis atenciones meédicas.

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.

Firma del paciente Firma del médico

DNI del paciente:

Fecha:.....c..c.....
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CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL PACIENTE.
MODELO PARA PACIENTES SIN TRASPLANTE HEPATICO

TITULO DEL ESTUDIQO: Fibrogénesis hepatica en pacientes con trasplante de
higado y recidiva de infeccién por virus de la hepatitis C: papel patogénico del
TGFB.

Investigador principal: Dr. Antoni Rimola
Colaboradores: Dres. Pares, Caballeria, Miquel y Cisneros.

INFORMACION PARA EL PACIENTE:

La mayor(a de pacientes que han recibido un trasplante hepatico por una cirrosis
por virus C presentan la reaparicion del virus en el nuevo higado. Ello suele causar
una hepatitis cronica la cual presenta un curso que adn o esta bien definido, pero
que puede ser muy variable de un paciente a otro. No gbstante, una proporcion de
pacientes desarrollan cicatrices en el nuevo higado debido a su infeccion por virus
C, lo que puede alterar su correcto funcionamiento. Las cicatrices son conocidas
técnicamente con el nombre de fibrosis, y su formacion con €l nombre de
fibrogénesis, palabra que figura en el titulo del estudio. Los mecanismaos y factores
que influyen en el desarrollo de estas cicatrices no son conocidos.

Por ello hemaos disenado el presente estudio con objeto de conacer detemminados
factores que podrian jugar un papel importante en la formacién de cicatrices en el
nuevo higado infectado por virus C. Uno de estos factores es el TGFB que figura
en el titulo del estudio y que podria ser uno de los mayores responsables de |as
mencionadas cicatrices. Asimismo, también nos interesa conocer si €l tratamiento
cantra el rechaze que reciben estos pacientes puede influir en la aparicion de las
cicatrices hepaticas.

Este tipo de estudio necesita la participacion de dos grupos de pacientes: el grupo
de pacientes con trasplante hepatico, que es el grupo en quienes interesa
comprobar si existen las alteraciones mencionadas anteriormente o no, y ofro
grupo de pacientes sin enfermedades en el higado, quienes ldgicamente no
presentan ninguna de las alteraciones a estudiar. Este segundo grupo, con el
higado normal, es necesario para poder comparar los resultadas obtenides en los
pacientes trasplantados con su nuevo higado alterado por el virus C.

Para la realizacion de este estudio hace falta un poco de tejido hepatico que se
puede obtener facilmente aprovechando la operacion a la que debe Ud. ser
sometido. Durante esta operacién el cirujano visualizara perfectamente su higado
y podra realizarle una biopsia hepatica sin que eflo represente ningun resgo para
Ud. La realizacion de |a biopsia dura aproximadamente un minuto por Ig que su
intervencion quirurgica practicamente no se alargara.

Su decisién de participar en este estudio es completamente voluntana. En caso de
no aceptar su participacion, debe saber que ello no repercutirda negativamente en
su control y tratamiento ni alteraré la relacion con su medico. Asimismo, puede vd.
retirar su consentimiento en cualquier momento.
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Si decide participar en el estudio le expresamas nuestro agradecimiento no solo

en nombre propio sino también Yy muy especialmente en el de los pacientes con
trasplante hepético a los que va dirigido este estudio.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL PACIENTE.

Titulo del estudio: Fibrogénesis hepalica en pacientes ¢con trasplante de higado y
recidiva de infeccion por virus de la hepatitis C: papel patogénico del TGFB.

(nombre y apeliidos, escritos por &l propio paciente)
1. He leidao |a hoja de informacion que se me ha entregado.
2. He podido hacer preguntas sobre el estudio.

3. He recibido suficiente informacién sobre el estudio.
4. He hablado con

------------------------------------------------------------------------------------

(nombre del medico que le ha informado)

5. Comprendo que mi participacion es voluntania.

6. Comprendo que puedo retirarme del estudio cuando quiera, sin tener que dar

explicaciones y sin que ella repercuta en mis atenciones médicas.

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.

Firma del paciente Fimrma del médico

DNI del paciente:

..............................
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