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del sexo masculino fueron 21 hombres y 14 mujeres, vy en los controles normales:
10 del sexo masculino (59%) y 7 del sexo femenino (41%)

En cuanto a la edad observamos : la media en el grupc de trasplantados :58
afias(50-65), en el grupo no trasplantado la media es de 50 arios (38-62) y en al
grupo control la media fue de 63 anos (49-77), por analisis de variancia
encontramos F = 10.149 p =<.000 significativa de la varabilidad intergrupos,
siendo el grupo de mayor edad el correspondiente a los controles nomales, lo
cual es un hecho ya que los pacientes portadores de lesiones metastasicas

hepaticas son los de mayor edad.

3.3 Rechazo

En el grupo de trasplantados habian sufido 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 y 25

pacientes (54%) no sufrieron de rechazo durante la evolucion de su trasplante.

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 + 559,613 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
doble que la de pacientes no trasplantados siendo significativa la diferencia entre

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

Tabla VIIl. Caracteristicas de los diferentes grupos de pacientes

Trasplantados No-trasplantados Controles Pruebas
n =46 n=35 n=17 Estadisticas
(47%) (36%) (17%) p
Sexo M 31 (67%) 21 (65%) 10 (59%)
F 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, presentindose en
el grupo de trasplantados en un 81% de los casos en un total de 37 pacientes,

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

genlipo 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 genactipo no fue realizado(22% de los

Casos.

Tabla IX .Genotipos virales encontrados,

Trasplantados No — Trasplantados
n =46 n=35
Genotipo Identificado (n) 42 27
1a 2 ( 4%) 6 (17%)
1b 37(81%) 16(46%)
1a+1b 39 (85%) 22(63%)
2 Q ( 0%) 2{6%)
3 1(2%) 3(8%)
4 2 (4%) 0(0%)
Genotipo no |dentificado 4 { 9%) 8 (22%)

3.6 Examenes de Laboratorio

Los examenes de laboratono 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(glL) [13.4+1.7 |134+21 [127+18
Hto 36-51(%) [39.1+5.0 39.5+ 6.3 385+4.7
Leucocitos ( K/ul) 49+18 5.6+2.5 5.8+2.6
Plaquetas 40-400( kaL) |134,5 + 56 | 142.6+87.7 | 213.3+107.6 |6.320 .003
T de Protombina (%) | 88.3+138 | 79.4+216 | 927+124 |4335 016
Segmentados «-7s%) | 62.1 + 9.8 61.6+12.1 70.3+14.5
Albumina 37-53 (g/lL) | 42.5 + 4.2 38.246.6 41,7438
Proteinas 60-80(g/L) | 71 + 7.3 70.5+6.4 69.8+6.5
AST 10-40 (UINL) 80.7+65.5 71.9+453 | 259+75 |4.509 .014
ALT 10-40 (UIIL) 98.3+826 | 9224772 | 265+92 |4834 010
FA 90-290(UI/L) 252.3+93 156.9+39.2 (156.9 +39.2 | 3.408 0.037
GGT §40(UIIL) |145.2+20.8 25941985 | 26.90+19.5 4,460 0.014
BT  21(mgidl)| 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 + 9.1 176+1.2 |[11.399 000
Colesterol (mg/dL) | 183.8+52.5 171454.5 | 200.2+67.2
Triglicendos(mg/dL) 129.6+90.4 91.5+60.3 | 110.7+47.3

* ANOVA
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De acuerdo a los parametros de laboratorio, se realizé un analisis de varianza
para ver si existia diferencia intergrupos y se encontrd diferencia significativa en
varios parametros, una vez que se detemmind que existian diferencias entre las
medias, también se realizd, un Post Hoc Test y comparaciones multiples de pares
de medias, para determinar entre cuales grupos existian diferencias significativas.
Observamos diferencia en: a) plaquetas, teniendo mayor concentracion de las
mismas los sujetos considerados como controles, la diferencia por Post hoc test
fue entre trasplantados y normales

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

Esto tal vez tendria explicacion paor alteraciones hemadindmicas, en ocasiones con
hipotensidn 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 encontrdo mayar concentracion de RNA
en los controles demaostrado por analisis de varianza y corroborado 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 en los controles |a muestra se obtenia por laparotomia por lo que |a cantidad
de tejido era mayor y por ende, la cantidad y la concentracion de RNA obtenida
era mayor. Sin embargo la pureza fue menor en las biopsias obtenidas mediante
laparctomia ya que el tiempo entre la obtencién de la muestra y la colocacion en
nitrdgena liquido 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 ECQO, ya que al obtenerse el tejido
inmediatamente se introducia en el nitrégenc liquido 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 grupos de

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

Cancentracion 366.0974 + 1049.1146 + 1624,065 + 6.897 .002 tynt p=.03
(mg/uL) 232.642 1829.06 1110.09 ty cont p=.00
Cantidad 865+ 15.89 + 35.79 + 23.689 .000 tynt p=.02
(ng) 5.65 2.89 5.04 not ycont p=.00
Pureza 199 + 1.62 + 13718+ 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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Las resultados descriptivos y comparativos del valor del TGFp, se determinaron en

las tres poblaciones de pacientes y estan descritos en la tabla XII.

Tabla XIl. Resultados del RNAMTGFP en los diferentes grupos de estudio

RNAMTGFp / GADPH
X DE Mediana Minimo Maximo 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

*ANOVA ™ Post-Hoc test

=trasplantados nt =no trasplantados cont= controles

Como se observa en la tabla XI, al realizar la determinacién del RNAMTGFP 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 embargo no existen diferencias




83

significativas en la determinacién de RNAMTGFP entre el grupo de pacientes
frasplantados y los no trasplantados p=.332.

En las siguiente figura 15, tiene tres apartados, a) pagina 89,correspande a
ejemplos de geles de pacientes trasplantados con su control interno el GADPH, la
figura b) pagina 90.muestra pacientes contrcles mostrandc la expresion de
RNAmMTGFb y su control intemo , y la dltima parte que se muestra en la pagina 91
cjcorresponde a pacientes no trasplantados mostrando en las bandas la
expresion del RNAMTGFp , al realizar la PCR semicuantitativa para determinar la
expresion del RNAMTGF@ y su control intemo ol GADPH, obteniéndose el
resultado numérico de ambos, y realizandose una sustraccidn entre el resultado
de GADPH menos el obtenido del TGFp y el cociente obtenido es el resultado

final.
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Figura 15
b)




Figura 15
c)
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Figura 15. Fotografias de geles donde se muestra la determinacién del
RNAmMTGFB en los diferentes grupos de pacientes, asi como su
determinacién semicuantitativa.

~a) PB:trasplantados b) C: controles  ¢) 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
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los que correspondian al estadic 1 segun [a clasificacion de Scheuer (179) ; vy

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 tahla Xlll. Notando que a mayor grado de fibrosis, mayor

expresion del RNAmMTGF(.

Tabla Xlll. Resultados del RNAMTGFB 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 .25665Q0 .230841 .109981 341 .020
Fibrosis Moderada 23 50 425783 241552 321328

A Severa

Total 46

100 .338670 .229289

2705679 .406760

* Conrelacion de Pearson

** Correlacién de Spearman



Pacientes Trasplantados
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Mean TGFB/GADPH

sin fibrosis fibrosis leve fibrosis mod - sever

grupo1:fib 0 grupo 2:fib1  grupo 3:fib 24

fib= fibrosis

Figura 16.

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

de pacientes trasplantados con recidiva C.
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Correlacion de Pearson + .354 p=.016

Figura 17 .Correlacion entre el RNAMTGFp y el grado de fibrosis

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

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

acuerdo al grado de fibrosis, encontramos que, a mayor grado de fibrosis, mayor
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concentracion del RNAMTGF@. en los distintos grupos de estudio(Correlacién de

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

Tabla XIV. Resultados comparativos del RNAMTGFP entre los diferentes

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

moderada a severa)

RNAMTGFp / GADPH
Fibrosis Trasplantados No Trasplantados Controles Prueba
n x+1DE n x+1DE n x+1DE  estadistica
_ P

Sin Fibrosis 11 24600 + 6 .363567+ 17 .1193624+ 7.24 Q01
12093 131605 102418

Fibrosis Leve 12 .256650+ 4 .466375+ ** +.362 .000
.230841 119736

Fibrosis Mod 23 425783+ 25 406544+

a Severa .241552 .252318

*ANOVA ™ Coeliciente de carmrelacion 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

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

siguientes resultados descritos a continuacion en la tabla XV.



Tabla XV. Resultados comparativos del RNAMTGFP entre los diferentes

grupos de pacientes de acuerdo al grado de fibrosis.

(segun Scheuer)

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

*Correlacion de Pearsan: entre estadio de fibrosis y RNAMTGFJ en trasplantados

y ™ no trasplantados

Al realizar los resultados comparativos entre el nivel del RNAMTGFpB entre los
diferentes estadios de fibrosis ocbservamos una cormrelacién de Pearson positiva y
significativa en ¢l grupo de trasplantados ya que a mayor grado de fibrasis, de
acuerdo al estadio, mayor es la determinacion del RNAMTFP (351 p=.01)llama |a
atencion que ésta correlacion sélo [a encontramos en los pacientes trasplantados,
ya que en los pacientes ne trasplantados no se encuentra corrslacion del nivel del

RNAMTGFp en relacién al grado de fibrosis.



97

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

Figura 18.

Expresion de mRNA de TGFp 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)

100 pb

Grado
fibrosis C 0 1 2 3 4 0 1 2 3 4 ladder

GAPDH —>
TGFp —>

LR No TX

Tx=trasplantados no Tx=no trasplantados C= controles

EXPRESION DE TGFB Y GRADO DE FIBROSIS

Trasplante con No trasplante con
|Control| recidiva C hepatitis cronica C

GADPH
TGFB

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 No Tx C

Fibrosis| 1 3 3 1 -

Tx=trasplantados no Tx=no trasplantados C= controles

Figura 19. Expresion del RNAMTGFB 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

En relacion a la rapidez de progresion a fibresis, se determiné primero la fecha en
que se realizd la biopsia hepatica actual menos la fecha en que se realizo el
trasplante en aflos, o sea dividide 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 |a biopsia hepatica, y se representaba en medias, si tenemos que la
media del grupo de pacientes trasplantados fue de .704 , todo el desarrollo de
fibrosis menor a .704 se clasificd como fibrasis lenta y tado resultado mayaor a.704
se clasificd como fibrosis rdpida , o sea aquel paciente que desarrollé fibrosis en
los primeros 5 afos 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.
RNAMTGFpB / 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 ™ Correlacion 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 RNAMTGFB que los que desarrollaron fibrosis rapida. Existe una

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

En la figura 20 se demuestra que a mayor progresion de la fibrosis la expresion del
RNAm TGFp es mayor, mostrando que la banda de TGFP 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___. “— 600 pb

338 pb——

Control Progresion Progresion
lenta rapida

Figura 20. Demostracion de la mayor expresion del RNAmTGFp en fotografia
del gel de agarosa en los pacientes con progresion rapida de la
fibrosis versus pacientes que tuvieron progresion lenta.
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3.9.2 indice de Progresion de Fibrosis

Para determinar el indice de progresidn a fibrosis, nos basamos en articulos
publicados previamente por el Dr. Poynard, en pacientes ¢con hepatitis cronica C,
tomando en cuenta la mediana de la fibrosis por afio desde el trasplante, o sea el
grado de fibrosis en la biopsia hepatica dividido entre el tiempo en afos desde el
trasplante, que es la fecha de reinfeccion del virus de hepatitis C, 10 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 pastrasplante fue de .704 (0.567 -0.840). con una mediana de .3276.
Para determinar el indice de progresidn de la fibrosis establecido por Poynard
(146), en 1997, dividimos: estadio 4 que corresponde a cirrosis entre la mediana
de desamollo de fibrosis por afic y nos da como resultado, los afios que se
requieren para el desarollo de cimosis en la poblacion de pacientes
trasplantados.,

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

Progresion de la Fibrosis, 0 sea el tiempa 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 Progresion de Fibrosis

N = 46
Estadio : Mediana
Media = , 7041
4 : 3276
Eror estandar=  .1368
= 12 aflos

Mediana = 3278
DE = 9280
Minima = 000
Maximo = 3.64

De acuerdo a los resultados de la tabla XVIL tenemos que en nuestro grupo de 46
pacientes trasplantados can recidiva C, la duracidn mediana de progresion a
cirrosis fue de 12 afios.

A diferencia de la progresion de cirrosis esperada en un paciente con hepatitis
crdnica C ng inmunocomprometides, segln estudios del Or. Paynard es de 30
anos (28-32) (146); por lo que notamos que |a progresion de fibrosis en los

pacientes trasplantados con recidiva C se acorta de 30 arios a 12 afios.
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3.10 Grado de Inflamacidén

De acuerde al grado de inflamacion encontrado en el estudio anatomopatologico
de la biopsia hepatica, siguiendo los lineamientos de Scheuser {(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
inflamacion leve cuando la escala era menor ¢ igual a2 2 e inflamacion moderada a
severa cuando la puntuacion era de 3 6 mas. Tomando en cuenta éstos
lineamientos se expresan los resultados en la tabla XVII, donde el grado de
Inflamacion calculado en la biopsia hepética de los pacientes trasplantados, no
muestra relacidn significativa con el nivel del RNAMTGF[l. Ni en pacientes
frasplantados, ni en pacientes no trasplantados, lo cual nos habla que no hay
relacion alguna del RNAMTGFp con la inflamacion hepatica.

Lo mismo se demuestra en la figura 21 donde se trata de observar la relacidon
entre el grado de inflamacion el nivel de RNAMTGFQ y el tipo de inmunosupresor

usado no encontrandose difrencias en ambos grupos
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Tabla XVIIl. Resultados comparativos del RNAMTGF entre los diferantes

grupos de pacientes en relacién al grado de inflamacion.

Inflamacion RNAMTGFp / GADPH
Portal + Lobulillar Trasplantados ** No Trasplantados™ Prueba
estadistica *
ik kdre
n % x+DE n %  x*1DE p

Inflamacién Leve 19 41.3 302211+ 13 37.1 424338+ *-807 NS

208656 243798
*261 NS

Inflamacién Med 27 58.9 .364326+ 22 629 39518+ *™.046 NS
a Severa 243303 214115 “™F=815 NS

t de Student ** Correlacidon entre el RNAMTGFP y el grado de inflamacion en
trasplantados y *** no trasplantados ****ANCVA

En la figura 21, se demuestra que no existe diferencia entre el tipo de
inmunosupesor usado, el nivel de RNAMmTGFR,y el grado de inflamacion, en la

biopsia hepatica.
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Resultados

a8

-7

grupo: 1 gdoinflam0-2

Mean TGFB/GADPH

1 - 2
el ~ - 1 I
tipo inmuno
grupo 1: inflamacion leve grupo 2 = inflamacién moderada a severa

CsA= ciclosporina FK= tacrolimus

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

tipo de Inmunosupresor usado.

3.11 Tipo de Inmunosupresor usado

Se busco relacion entre el tipo de Inmunosupresor usado y la expresion del RNAm
TGFB, para lo cual se estudiaron 46 pacientes trasplantados, 30 (65%) con uso de
CsA y 16 pacientes (35%) con uso de FK. No se encontro 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.
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Tabla XIX. Resultados comparativos del RNAMTGF@ en los pacientes

trasplantados en relacion al tipo de Inmunosupresor usado

RNAMTGFf / GADPH x +1DE Prueba p
estadistica
CsA 336533 + *-.086 NS
n =30 (65%) 227972
el (g 5. NS
FK 342675 +
n=16 (35%) 239199

* prueba t de Student **Correlacion de Pearson

Tipo de Inmunosupresor y RNAMTGFb

342 4

338«

Mean TGFB/GADPH

334 ]

tipo inmuno

Figura 22. Relacion entre el RNAMTGFp y el tipo de Inmunosupresor usado.
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Enla figura 22, pareciera haber diferencias en retacion al nivel de RNAm TGFf y
el tipo de inmunosupresor usado. CsA o FK , sin embargo, ho 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
g
a u
a4 a
8 Q
. d
f—— 0 _‘_,_;-4—"_'—"_‘_‘_'-’—.
44 a a
T 1 o
o 8
e T T
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£ . o
2 og . i . . ~ 8
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Figura 23. Correlacién entre el RNAMTGFf y ol tipo de inmunosupresor

Usado.

Se buscd la relacidon entre el RNAm TGFp y la dosis acumulada de el
inmunosupresor usado, ya fuera CsA o FK en relacton 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 tamafio 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 relacién de la dosis acumulada del

inmunosupresar usado clasificado de acuerdo a los afios de su

uso.
Tiempo Dosis acumuiada Oosis acumuiada
del TH
Ciclosporina® RNAmMTGFB  Tacrolimus** RNAmMTGFpB Prueba
* (mg) (mg) estadlistica
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 afios 13 229871+ 217446+ 13 245050+ 357246 + **-.014 NS

136792 J13411 2164.00 237295
6 -10 anos 5 44325556+ .407000+ 2 66825+ 407400+

244708.3 267577 818.12 .264034
+de 10 afos 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 tiempa del trasplante y usc de FK

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

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

Resultados
Trasplantades

20

1.0+ Gr fibrosis actual
T B 4
g s

5
s I :
o
= i
! 00 M o

CsA K
tipo iInmuno

Figura 24.Relacién 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. Correlacion entre el RNAMTGFP y la dosis acumulada de

corticoesteroides

RNAMTGFp/GADPH n X DE Prueba estadistica *
Sig ( 2 colas)
P
RNAMTGFg 46 .33867d 229289 *.0.94 NS
Dosis acumulada 46 13636 25167.83

De corticasteroides

*Correlacion de Spearman

3.12 Variables diversas

110

Se buscé correlacion del RNAMTGFR con atras variables, como son edad en

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

fosfatasa alcalina ,gamaglutamintraspeptidasa,

diferencias significativas , los resultados se muestran en ia tabla XXI\.

bilirrubina,

albumina 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= .07 NS
Gengtipo ** 116687 7213 F= 1.253 NS
Rechazo ** 1.54 .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 1.4 1.25 A17 NS
Albumina 42.59 4.24 -.210 NS

*Correlacion de Sperman ™ ANOVA

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

diferencias significativas, lo cual se muestra en la tabla XXIII.




112

Tabla XXIIl. Correlacién entre el RNAMTGFP y ol sexo del receptor

n x DE Minimo Méximo Prueba p
estadistica
RNAmMTGF( 46 338670 229289 0238 9510 * 344 019
sexg
masculino 31 292726 223747 0238 .9591 **-2.019 .050
sexq
femenino 16 433620 217657 1645 8861

* Comrelacion de Spearman ** t de Student

Observamos una correlacion positiva entre sexo y RNAMTGF con un incremento

en el nivel de RNAMTGF en el sexo femenino sobre el masculino.

Los mismos datos se muestran en la siguiente figura, donde se demuestra el nivel

de RNAMTGFp en funcidn del sexo del receptor.
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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 anos postrasplante, dénde el nivel del

RNAMTGFf se encontré en mayor cantidad.
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Tabla XXIV. Comparacién del RNAMTGFp de acuerda al sexo y al tiempo

transcurrido desde el trasplante.

RNAMTGFB
n masculino n femenino Prueba estadistica
xt 1DE x+ 1DE *  p
<1 afo 5 329280+ NA
306607
1-§ afios 16 240394+ 7 413886+ 2023 .050
169361 231706
5-10 arios 7 416929+ 4 389825+ 162 NS
. 274501 250680
>10 anos 3 . 221100+ 4 511950+ -1.968 NS
186582 .198037

* t de student

Se conace 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 s menor en el sexo femenino, aunque nosotros
encontramos una comelacion positiva entre el sexo femening y el nivel de
RNAMTGF[, sin embargo no existe correlacidn entre el sexo y el indice de

progresion de |a 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 progresion de la fibrosis
_ indice de progresidn

n % X DE mediana a cirrosis
Sexo Masculino 31 68 7935 1.0692 4946 8.08
Sexo Femenino 15 32 51984 D224 2676 14.94

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

Ahora si tomamos en cuenta los datos del donante tenemos que; Si
correlacionamos la edad del donante en grupos de edad, encontrameos 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 tuvo la mas lenta progresion a cirrosis fue el grupa comprendido sntre l0s

31 a 40, desamrollando cirrosis en 32.23 anos y la mas rapida progresidn a cirrosis
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comespondiente a 2.7 anos, se encontrd cuando la mediana en la edad del

danante 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 la fibrosis en el receptor

Velocidad de progresion de la fibrosis
_ Indice de progresion

n % X DE mediana a cirrosis

Edad del donante 46 100 3.22 197 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
31-40 5 109 1.00 00 1241 32.23
41-50 8 174 1.50 53 7061 5.66
51-60 § 108 1.40 53 5630 7.10
61-70 3 6.5 1.33 .58 .6541 6.11

71-80 4 8.7 1.76 .50 1.4587 2.74
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22

idem fianotoh clasificado por la media

Edad del donante por grupos de edad

Correlacién de Pearson .339 p=.021

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
correlacién positiva con la velocidad de progresion de la fibrosis en el receptor, ya
que, en donantes menores de 40 afios, el indice de progresion a cirrosis fue de
17.34 afios contra 5.71 afios si el donante era mayor de 40 afios, lo siguiente se

ejemplifica en la tabla XXVIl y el la figura 27.
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Tabla XXVII. Correlacién entre la edad del donante y la velocidad de

progresion de la fibrosis.

Velocidad de progresion de la fibrosis

b indice de progresion
n % X DE mediana a cirrosis
Edad del donante
< 40 afios 26 56.5 385 19.47 .2306 7wt *
> 40 afios 20 435 1.30. 47 6995 571

Vel de progresién de la fibrosis
Fibrosis lenta 32 69.6
Fibrosis rapida 14 304

Correlacion de Pearson: .339 p=.021 *tde Student: -2.371 p=.022

22

204 o oo o m oo o a o m

184

104

idem fianotoh clasificado por la media

edad del donante menor o mayor de 40 afios

Correlacion de Pearson .328 p=.026
Figura 27. Correlacion 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 virus 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
anterior 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 tiempo corto.
Por lo cual se han postulado diferentes factores, entre los que destacan:
Factores relacionados con el virus, como son: la carga viral, el genotipo vy las
quasiespecies;
Factores relacionados con el donador, como serian la edad y el sexo;
Factores relacionados al procedimiento quirargico: como el tiempo de isquemia;
Factores extermos, donde se encontraria el tipo de inmunosupresion usado, la
coinfeccian viral, el afo en que se realizd el trasplante, y la terapia antiviral; Y
factores relacionados al huésped, como serian el sistema de histocompatibilidad,

la raza y el sistema inmune.
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El factor trasformante de crecimiento peta, ha sido implicado en la fibrogénesis
en pacientes con enfermedades cronicas del higado, tanto en hepatitis cronica
como en cirrasis, siendo la isoforma TGFp-1, la mas relacionada a fibrosis,
teniendo que es un mediador molecular de la 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 vencoclusiva (129). Sin embargo la relacion entre el TGFp y la fibrosis
no esta limitado solamente al higado, lo cual ha sido estudiado por numerosos
autores, quienes han hallado también dicho incremento en otras enfermedades y
su asociacion a fibrosis como a nivel renal en la glomerulonefritis (193), en la
nefropatia diabetica (194), en el rechazo del injerto postrasplante renal (82,
98,195), en enfermedades pulmonares como serian la fibrosis idiopatica (129) y la
fibrosis de origen autoinmune (196). En dermatologia se ha asociado el
incremento de la expresion del RNAMTGFP a la esclerosis sistamica (197), a la
aparicion de cicatriz queloide (198), a |as 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
observada 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-f 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 TGFp, en un paciente receptor
genéticamente del mismo tipo, el riesgo de rechazo agudo 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 rifion y de
pulmén que muestran incremento en la expresidon del RNAMTGFB y de la
expresion de la proteina total del TGFf (80,81,82,83), La sintesis de TGF-f varia
de manera individual, siendo determinada en el drgano trasplantado por una serie
de insultos; los que pueden ser inmunoldgicos, dafio causado por anticuerpos y
por la respuesta inflamatoria ( IFN.y , TNFa),asi como factores ng inmunologicos
como la isquemia de reperfusidn, la infeccion por 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-
fB,cuya funcion es tratar de reparar el dafio. Del mismo modo han surgido en los
ultimos afios gran cantidad de articulos que miden citocinas, especialments TGFp,
en muestras de plasma y suero, que( técnicamente no es lo misma, ya que las
plaquetas son la fuente principal de TGF-p como resultado de la degradacidn de
las mismas durante el proceso de farmacion de coagule in vilro, por lo que seria
mejor medirio en suero) , sin embargo no repartan 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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medicion del TGF-B total o la forma activa. Lo ideal seria usar técnicas bien
validadas para la determinacion de TGF-# (205), debido & que es un marcador

inespecifico y puede elevarse en cualquier proceso inflamatorio fibrdtico del

arganisma.

Por lo anterior decidimos realizar la determinacion directamente del tejida
hepético, mediante RT-PCR, la cual es la técnica de eleccidon 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 Cloruro
de Cesio para lograr obtener mayor cantidad y mayor pureza del RNA, que hasta
el momento se habla realizado por t&cnicas de Northern-blot .Nuestros hallazgos
muestran que, al hacer la determinacion del RNAMTGFR, directamente en tegjido
hepatico, para observar la influencia que éste pudiera tener en la fibrosis y en la
rapidez de progresion 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 vy
recidiva C, se demastré que el RNAMTGFpB se expresa en el tejido hepatico,
independientemente del grado de lesidn 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 expresion del RNAMTGF},
asi mismo que la expresién de éste factor se ve incrementada y muestra una
correlacion positiva en pacientes con mayor rapidez de progresion a fibrosis, 0 sea

el hecho que el nivel de RNAMTGFpB es mayor en pacientes que desarrollan
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fibrosis rapida, en comparacion con quienes desarrollan fibrosis lenta. Par lo
tanto, el TGFB podria ser una diana para futuras intervenciones terapguticas en

éstos pacientes...

Se ha reportado en la literatura, por Poynard {146) un [ndice de progresién a
cirrosis de 30 anos entre los pacientes con hepatitis cronica secundana al virus de
la hepatitis C. En nuestro trabajo encontramos que el indice de progresion a
cirmosis 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 €l paciente inmunocomprometido.

Sin embargo un dato importante , es el hecho de que no se encontraron
diferencias significativas en el nivel de expresion del RNAMTGFP 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
profibrogenicos activados yfo que los mecanismos colagenoliticos 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 reflejados por el grado de expresion
del TGFf. Quedd demostrado que |a expresion del RNAm TGFp no tiene ninglin
efecto sobre el grado de respuesta inflamatoria determinado en le tejido hepatico

por estudio anatomopatoldgico.

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

de componentes de matriz extracelular. (81,133). Del mismo modo, en pacientes
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con trasplante renal, cardiaco y pulmonar, sé demostrd que existia influencia dei
tipo de inmunosupresor fundamental{inhibidores de la calcineurina: Ciclosporina o
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 ciclosparina y el tacrolimus sobre el TGFB no habia sido
investigado en el trasplante hepatico, aunque existe una cita en la literatura del
Dr. Mahamed Mostafa (133) , en @l que realizo analisis de inmunafluoresencia
semicuantitaivo de TGF31 en biopsias hepaticas de pacientes postrasplantados,
dénde se determind la forma activa del TGF-p1 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 pequefia por lo que no se pudieran hacer

conclusiones validas:

El segundo punto que desedbamos investigar era si los inmunosupresores tenian
alguna influencia sobre el 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 expresion del RNAMTGFp no se ve influida por el
tipo de Inmunosupresor anticalcineurinico usado, por lo que pueden usarse de
manara indistinta cualquiera de los dos inhibidores de la Clacineurina, ya sea
Ciclosporina o Tacrolimus, en el paciente trasplantado por hepatopatia cronica
secundario a virus G concluyendo que no son factores determinantes en la

recidiva C postrasplante. Ya habia sido previamente descrito la ausencia de
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carrelacion entre el tipo de inmuncsupresor usado y el nivel del RNAm TGFf por
diferentes autores, el Dr. Michel | Nicholson de Gran Bretafa, quien describe que
el TGFP tiene influencia fibrogenica en el trasplante renal, sin embargo no
existieron diferencias significativas entre receptores tratados con Cs o FK. El
encuentra otros genes profibrogénicos que pudieran estar implicados como 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 forma activa del TGFO, a diferencia de kb que estaba
anecdoticamente descrita en la literatura (205).

El Dr. David Multimer y cois.(170) del Hospital Queen Elizabeth y la Universidad
de Birmingham , Gran Bretana, recientemente han publicado un articulo donde
revisaron 101 biopsias postrasplante, 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 donante, encontrande un rango medio de
progresidn de fibrosis de .78 unidades por ano postrasplante, en pacientes cuyo
donante fue menor de 40 afios el tiempo para desarrollar cirrosis fue de 10 afios,
contra 2.7 afos cuando la edad del donante fue mds de 50 afios. En nuestro
estudio encontramos una comelacidn positiva entre la edad del donante y la
velgcidad de progresion de la fibrosis en el receptor; con un punto de corte, menor
que el ya descrito; si el donante es mayor de 40 afios la progresion a fibrosis se
ve incrementada en mas de 3 veces, esto es a mayor edad del donante la

aparicion de fibrosis es mas temprana. El indice de progresidon 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 anos.

La trascendencia de este hallazgo radicaria en que, cuando no puede evitarse el
uso de donantes de mayor edad en pacientes portadores de hepatopatia cronica
secundaria a VHC, debera anticiparse que tendran un curso de hepatitis més
agresiva, por 10 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 interaccidn
entre el receptar femenino, la infeccion por VHC y la evolucion del trasplante, y la
menor supervivencia del injerto {169), nosotros encontramos una correfacidn
positiva entre el nivel de RNAMTGFB y el sexo femenino del receptor,
encontrandose mayor expresidn del RNAm TGFB en el sexa femenino que en el
masculino, y sobretodo en los primeros 5 afios 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 progresion de fibrosis, para lo cudl, se tendria que
llevar a caba un seguimiento a largo plazo para determinar la sobrevida del injerto
y del paciente en funcidn del sexo.

En resumen observamos que el TGFp tiene influencia sobre la fibrogénesis
hepatica de la recidiva C postrasplante, sin embargo no es un factor unico, lo
anterior nos confirma que el proceso de fibrogénesis hepatica es multifactorial,
por o 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 40 arios, tendrian recidiva mas severa por lo que

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

El RNAmM del factor trasformante de crecimiento feta 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 RNAMTGFp es mas intensa cuando mayor sea el grado de
fibrosis en pacientes con recidiva C postrasplante, encontrandose una cormrelacion
pasitiva, mientras que en los pacientes no trasplantados con hepatitis cronica C no

hubo correlacion.

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 RNAMTGFp es

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

El indice de pragresion 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 la

intensidad de expresion del RNAMTGFpB

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

inmunosupresor anticalcineurinico usado.

La edad del donante impacta de manera relevante sobre el indice de progresion
de la fibrosis, ya que a mayor edad del donamte, menor tiempo de desarrollo de
cirasis, siendo la edad mayor de 40 afios el punto de corte al cual se acelera [a

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

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

TGFB.

No se encontrd 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
inflamatona y de fibrogénesis hepatica (péptido aminaterminal del procotagena tipo
Il , colageno IV, laminina, tenascina, undulina y acido hialuranico) asi como de
colagenolisis {metaloproteinasa MMP-2)) o inhibidores de la metaloproteinasas
(TIMP-1 vy TIMP-2) que nos permitan 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 regulacion 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 pequefas como inhibidores de
citocinas.

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

Y en un futuro el uso de microchips al secuenciar el genoma humano nos
permitira determinar el grado de polimarfismo genético que predice la severidad de
la fibrosis y determinar patrones de expresién multigénica para poder realizar
intervenciones clinicas y terapeuticas, comao seria, la terapia génica dirigida a las
células hepética podia usarse para remplazar un gen perdido, expresar un gen
que no se expresa normalmente, interferir con la expresion de un gen, 0 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, Japdn en 1975), en
Venecia, Italia en 1983, en Hong Kong en 1989 y a 48 Asamblea General en
Somerset West, Republica de Sudafrica, 1996.

Introduccién

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

En su Declaracion de Ginebra, la Asaciacion Médica Mundial constrifie al médico
con las palabras "La salud de mi paciente sera mi primera consideracion” y el
Cadigo Internacional de Deontologia Médica declara que "el meédico ha de actuar
solo en interes 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 meétodos diagnosticos, terapeuticos y profilacticos y el
conocimiento de la etiologia y la patogenia de la enfermedad

En la practica médica actual, la maéoria de los métodos diagndsticos, terapéuticos
_prqu_acticos entrafian riesgos. Esto afecta especialmente a la investigacion
iomédica

El progreso de |a medicina requiere investigaciones que en ultimg término deben
basarse en la experimentacion en el hombre.

En el terreno de la investigacion biomédica, conviene establecer una distincidn
fundamental entre la investigacion médica efectuada en un paciente con fines
esencialmente diagndsticos 0 terapeuticos y aquella cuya finalidad esencial es
pluram?Onte cientifica y no posee ningun valor diagndastica o terapeutico directo para
el sujeto.

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

En atencidon a que, para el progreso de la ciencia y para el bienestar de Ia
humanidad doliente, se ha hecho indispensable aplicar al hombre los resultados
de las experiencias de laboratorio 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
medicos que realicen trabajos de investigacion biomedica con seres humanos.
Estas recomendaciones seran objeto de revision en el futuro. Es importante poner
en relieve que las nomas que figuran en este cuerpo doctrinal no se proponen
otra finalidad que servir de quia 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
propias 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
laboratorio y ensayos en animales practicados coma es debido, asi como un
conocimiento profundo de la literatura cientifica.

El plan y la implementacidon 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 requlaciones
del pais en que se realiza la investigacidn.

Todo trabajo de investigacion biomeédica con sujetos humanos ha de estar sblo 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 medicamente y jamas en el propio sujeto de la
investigacion, ni siquiera aunque éste haya dado su consentimiento

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

Auntes de emprender un trabajo de investigacion biomeédica con sujetos humanos,
habra que sopesar can 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 la 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 al
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 inherertes se consideran predecibles. En todo
caso, deberan interrumpir la investigacidn si se comprueba que los riesgos
superan a las posibles ventajas.

En la publicacion 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 deberan aceptarse para su publicacion.

En todo trabajo de investigacion sobre seres humanos, se informard debidamente
al posible sujeto de los objetivos, los métodos, las ventajas previstas y los posibles
riesgos inherentes 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 consentimieanto de
participacion en cualquier momento. El médico debera obtener, a ser posible por
escrito, el consentimiento del sujeto, libremente otorgada.



154

En la obtencién 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 él o puede consentir por coacciéon. En ese
caso deberd 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 legislacidn nacional. En casa de
incapacidad fisica o mental que hiciere imposible obtener el consentimiento, o
cuanda el sujeto sea menor, el permiso del pariente responsable suplird al del
enfermo, de conformidad can la legislacion nacional. Siempre que el menar sea
capaz de dar su consentimiento, habra de obtenerse éste ademas de la
autorizacion de su tutor (egal.

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

lr}yqsti?acién medica asociada a la asistencia profesional (investigacion
clinica).

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

Habran de sopesarse los potenciales beneficios, los riesgos y las molestias c*ue
puede reportar todo nuevo meétodo en comparacion con las ventajas de los
mejores metodos diagnosticos y terapéuticas actualmente en uso.

En cualquier estudio medico debera aplicarse a todos los pacientes -incluidgs los
del grupo o grupos de control, si los hubiere- €l metodo diagnostico o terapéutico
de mayor eficacia comprobada.

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

Si el médico estimara indispensable no abtener el consentimiento del sujeto
informado, deberd 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 la asistencia al enfermo, con el
fin de adquirir nuevos conecimientos medicos, debe reservarse exclusivamente a
aquellos casos en que la investigacion medica se justifique por su posible valor
terapéutico o diagndstico para el paciente.

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 mision del medico consiste en proteger la vida y la salud
de la persona sometida a la experimentacion biomedica.
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Los sujetos deberdn ser voluntarios, lo mismo si se trata de personas sanas que

de pacientes cuya enfermedad no gquarde relacién con la experimentacion
proyectada.

Cuando el investigador o el equipo de investigacién consideren que puede ser
peligroso proseguir ia investigacién deberan interrumpirla.

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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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 patogénicc del
TGFB.

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

INFORMACION PARA EL PACIENTE:

La mayoria de pacientes, que como Ud, han recibido un trasplants hepatico por
una cirrosis por virus C presentan la reaparicion del virus en el nuevo higado. Ello
suele causar una hepatitis crénica la cual presenta un curso que aun ¢ esta bien
definido, pero que puede ser muy variable de un paciente a otro. No obstante, una
proporcidn de pacientes desarroilan cicatrices en el nuevo higado debido a su
infeccion por virus C, 1o que puede alterar su comecto funcionamiento. Las
cicatrices son conocidas tecnicamente con el nombre de fibrosis, y su formacion
con el nombre de fibrogénesis, palabra que figura en el titulo del estudio. Los
mecanismos y factores que influyen en el desamolio de estas cicatrices no son
conocidos.

Por ello hemaos disefiado el presente estudio con objeto de conocer determinados
factores que podrian jugar un papel importante en la formacion de cicatrices en el
nuevo higado infectado por virus C. Uno de estos factores es el TGFf que figura
en ¢l titulo del estudio y que podria ser uno de los mayores responsables de las
mencionadas cicatrices. Asimismo, también nos interesa conocer si el tratamiento
cantra el rechazo que recibe Ud. puede influir en la aparicion 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 hepético puede en un futuro
contribuir a mejorar su tratamiento.

Para la realizacion de este estudio sclo 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 decision de participar en este estudio es campletamente 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 hepatica en pacientes con trasplante de higado y
recidiva de infeccidn por virus de la hepatitis C: papel patogénico del TGF.

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

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

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

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

(nombre del medico que le ha informado)

5. Comprendo que mi participacion es voluntaria.
6. Comprendo que puedo retirame del estudio cuando quiera, sin tener que dar

explicaciones y sin que ello repercuta en mis atenciones medicas.

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.

Firma del paciente Firma del médico

DN del paciente:
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CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL PACIENTE.
MODELO PARA PACIENTES SIN 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, 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 |a 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 obstante, una proporcion de
pacientes desarrollan cicatrices en el nuevo higado debido a su infeccion por virus
C, lo que puede alterar su comrecto funcionamiento. Las cicatrices son conocidas
tecnicamente con el nombre de fibrosis, y su formacion con €l nombre de
fibrogeénesis, palabra que figura en el titulo del estudio. Los mecanismos y factores
que influyen en el desarrollo de estas cicatrices no $on conocidos,

Par ello hemos disefiado el presente estudio con objeto de conocer determinados
factores que podrian jugar un papel importante en la formacion de cicatrices en el
nuevo higado infectado por virus C. Uno de estos factores es el TGS que figura
en el titulo del estudio y que pedria ser uno de los mayores responsables de las
mencionadas cicatrices. Asimismo, también nos interesa conocer si el tratamiento
contra el rechazg 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 oftro
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 resultados obtenidos 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 eilo represente ningun nMesgo para
Ud. La realizacién de |la biopsia dura aproximadamente un minuto par lg que su
intervencion quirurgica practicamente no se alargara,

Su decision de patrticipar en este estudio es completamente voluntaria. En caso de
no aceptar su participacion, debe saber que ello no repercutird negativamente en
su control y tratamiento ni alterara la relacién con su médico. Asimismo, puede vd.
retirar su consentimiento en cualquier momento.
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Si decide participar en el estudio le expresamos nuestro agradecimiento no solo

en nombre propio sino también Y 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 hepatica 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 el propio paciente)
1. He leido la hoja de informacion que se me ha entregado.
2. He podido hacer preguntas sobre el estudio.

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

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

(nombre del meédico que le ha informado)

5. Comprendo que mi participacion es voluntaria,

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 Firma del médico

DNI del paciente:

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